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Toll-like receptory (TLRs) jsou významnou rodinou receptorů přirozené imunity, které 
umožňují rychlé rozpoznání probíhající infekce prostřednictvím molekulárních motivů 
asociovaných s patogeny (PAMPs). V této práci jsme se zabývali interakcí myšího polyomaviru 
(MPyV) a TLRs buněk myších embryonálních fibroblastů (MEF). Pozorovali jsme, že inhibice 
signalizace z TLR4 inhibuje odpověď buněk MEF na MPyV. Tato skutečnost naznačila, že 
TLR4 se podílí na rozpoznání MPyV buňkami MEF. Odpověď buněk na infekci MPyV byla 
zjišťována měřením koncentrace IL-6 v médiu odebraném z buněk metodou ELISA.  
Následně jsme testovali, jak inhibice signalizace z TLR4 ovlivní infekci MPyV. Inhibice TLR4 
signalizace inhibitorem CLI-095 neovlivnila počet infikovaných buněk. Přítomnost antagonisty 
TLR4 LPS-RS vedla ke snížení počtu infikovaných buněk MEF 20 hodin po infekci. Stejně tak 
byl pokles počtu infikovaných buněk pozorován v přítomnosti LPS.  
Virová infekce byla inhibována rovněž antagonistou TLR9 ODN 2088.  
Dále jsme se zabývali rolí MAP kináz v infekci MPyV. Sledovali jsme, zda inhibice zvolených 
MAP kináz ovlivní počet buněk infikovaných MPyV. Zatímco inhibice kinázy p38 neměla na 
infekci vliv, inhibice kinázy MEK nebo JNK vedla k poklesu počtu infikovaných buněk.  
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Toll-like receptors (TLRs) are important receptor family of innate immunity. They enable fast 
recognition of infection through so called pathogen associated molecular patterns (PAMPs). In 
this thesis, we studied interaction of mouse polyomavirus (MPyV) with TLRs of mouse 
embryonic fibroblasts (MEF cells). We observed that inhibition of TLR4 signaling abolished 
response of MEF cells to MPyV. This suggested that TLR4 plays a role in MEF cells 
recognition of MPyV. To detect response of MEF cell to MPyV, we measured IL-6 production 
by ELISA.  
Next, we investigated effect of TLR4 signalization on MPyV infection. Inhibition of TLR4 
signaling with CLI-095 inhibitor did not affect number of infected cells. Presence of TLR4 
antagonist, LPS-RS, led to significant decrease in quantity of infected cells 20 hours post 
infection. Decrease in number of infected cells was also observed in presence of LPS.  
Viral infection was also inhibited by TLR9 antagonist ODN 2088. 
We also investigated role of MAP kinases in MPyV infection. We tested, whether inhibition of 
selected MAP kinases would affect number of infected cells. Inhibition of kinase p38 did not 
affect infection. On the other hand, inhibition of MEK kinase or JNK resulted in decrease of 
number of cells infected by MPyV. 
 




Seznam použitých zkratek 
BSA  bovinní sérový albumin 
cDNA  komplementární DNA 
CpG DNA  sekvence obsahující nemethylované CpG dinukleotidy 
DAPI  4,6-diamino-fenylindol dichlorid 
DMEM  Dulbecco´s modified eagle´s medium 
DMSO  dimethylsulfoxid 
dNTP  deoxynukleotidys 
dsDNA  dvouvláknová DNA 
EDTA  ethylendiamintetraacetát disodný 
ER  endoplazmatické retikulum 
GAPDH  glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 
HGPRT  hypoxantin-guanin fosforibosyltransferáza 
HPyV  lidské polyomaviry 
HSP  Protein teplotního šoku 
HSV-2  herpes simplex typu 2 
IL  interleukin 
LBP  LPS vazebný protein 
LPS  lipopolysacharid 
LT  velký T antigen 
MAP 
(kinázy) 
 mitogenem aktivované proteinkinázy 
MAPK  MAP kinázy 
MCPyV  polyomavirus karcinomu Merkelových buněk 
MD-2  myeloidní diferenciační faktor 2 
MEF 
(buňky) 
 buňky myších embryonálních fibroblastů 
miRNA  microRNA 
MMTV  mouse mammary tumor virus; virus myšího tumoru prsní žlázy 
MOI  multiplicita infekce 
MPyV  myší polyomavirus 
mRNA  mediátorová RNA 
MT  střední T antigen 
 
NA  nukleové kyseliny 
ND  nebylo detekováno 
PAMPs  molekulární motivy asociované s patogeny 
pDC  plazmacytoidní dendritické buňky 
PI3K  fosfatidilinositol 3 kináza 
PRRs  pattern recognition receptors, receptory rozpoznávající molekulové 
vzory 
qPCR  kvantitativní PCR 
RSV  respirační syncytiální virus 
S (fáze)  syntetická fáze 
SDS  dodecylsíran sodný 
SDS-PAGE  denaturační polyakrylamidová elektroforéza 
ST  střední T antigen 
SV40  virus SV40; resp. opičí virus 40 
TEMED  tetramethylendiamin 
TLR  Toll-like receptor 
TLR9-/- 
(buňky) 
 Buňky s odstraněním Toll-like receptoru 9 
TLRs  Toll-like receptory 
TRIS  tris(hydroxymethyl)aminomethan 
VLPs  viru podobné částice 
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Od objevu myšího polyomaviru (MPyV) uplynulo již více než 50 let. Od té doby se 
polyomaviry staly významnými modelovými organizmy molekulární biologie. Zejména 
studium polyomavirů SV40 (simian virus 40) a MPyV přineslo řadu poznatků nejen v oblasti 
nádorové transformace. 
Nový význam získalo studium čeledi Polyomaviridae po objevu prvních dvou lidských 
polyomavirů (HPyV) v roce 1971. Od té doby již bylo popsáno více než deset různých HPyV. 
Infekce lidskými polyomaviry je zpravidla asymptomatická, ale za určitých podmínek – 
zejména u imunosuprimovaných jedinců – mohou HPyV způsobit závažná onemocnění. V roce 
2008 byl navíc objeven první HPyV, u kterého bylo prokázáno, že vyvolává nádorové 
onemocnění, polyomavirus karcinomu Merkelových buněk (MCPyV). Tento virus je spojován 
s karcinomem Merkelových buněk, vzácným, ovšem velmi agresivním typem rakoviny kůže. 
Polyomaviry jsou ve středu zájmu řady výzkumných skupin i díky jejich možnému využití 
v biomedicíně. Strukturní protein polyomavirů VP1 má schopnost samovolně se uspořádat do 
útvarů podobných kapsidám virionů. Tyto viru podobné částice (VLPs) mohou být využity 
například při vakcinaci, diagnostice nebo při dopravě látek do buněk. 
Vzhledem k asociaci polyomavirů s lidskými nemocemi i z hlediska možného využití VLPs v 
medicíně je důležité porozumět interakcím polyomavirů s imunitním systémem. V této práci 
jsme se zabývali interakcí MPyV s Toll-like receptory (TLRs), významnou rodinou receptorů 
přirozené imunity, které rozpoznávají molekulární vzory asociované s patogeny. Zajímalo nás, 
zda v hostitelských myších embryonálních fibroblastech (MEF) může docházet k rozpoznání 




2 Přehled literatury 
2.1 Myší polyomavirus 
2.1.1 Čeleď Polyomaviridae 
Myší polyomavirus se řadí do čeledi Polyomaviridae. Tato čeleď sdružuje malé neobalené viry, 
jejichž genom je tvořen kruhovou dvouvláknovou DNA (dsDNA) o velikosti přibližně 5 kb.  
Prvním objeveným zástupcem čeledi Polyomaviridae byl právě myší polyomavirus. 
V literatuře byl poprvé zmíněn v roce 1953, kdy bylo popsáno, že pokud je nebuněčný filtrát 
získaný z myši s leukémií subkutánně injikován do zdravých novorozených myší, vyvolává u 
těchto myší tvorbu nádorů (Gross, 1953). Autor tohoto objevu popsal, že filtrát obsahuje 
neznámé tumorogenní činidlo, které způsobilo vznik nádoru. Na Grossův výzkum 
v následujících letech navázali další vědci a brzy byla získána řada poznatků o myším 
polyomaviru a jeho interakci s hostitelskými buňkami (Sachs & Winocour, 1959; Vogt & 
Dulbecco, 1960).  
Další polyomavirus byl objeven v roce 1960. Byl jím virus SV40 infikující primáty, který byl 
nalezen jako kontaminace v buňkách užívaných pro přípravu vakcíny proti dětské obrně. 
(Sweet & Hilleman, 1960) 
Jak MPyV tak SV40 jsou malé „jednoduché“ viry, které lze snadno pomnožit v tkáňové kultuře 
a izolovat, a které účinně navozují nádorovou transformaci u hlodavců. Díky těmto vlastnostem 
se oba tyto viry staly významnými modely v oblasti nádorové biologie. Zejména virus SV40 
přispěl k objevení řady faktorů, které hrají roli v nádorové přeměně. (Shrnuto v Atkin et al., 
2009) 
Nový význam získalo studium polyomavirů v roce 1971, kdy byly objeveny první dva lidské 
polyomaviry – JC virus a BK virus. Zatímco JC virus byl poprvé izolován z tkáně pacienta 
trpícího progresivní multifokální leukoencefalopatií (Padgett et al., 1971), BK virus byl poprvé 
popsán u pacienta se zdravotními komplikacemi po transplantaci ledvin (Gardner et al., 1971). 
Objevy nových lidských polyomavirů pokračovaly i v následujících letech a hned několik 
různých polyomavirů bylo nalezeno ve vzorcích, které byly získány od pacientů trpících 
různými nemocemi, ale i od zdravých jedinců. Studie sledující séroprevalenci navíc ukázaly, 
že i když nemoci asociované s lidskými polyomaviry jsou poměrně vzácné, infekce těmito viry 
je naopak relativně běžná. Vědci dosud neznají všechny faktory, které vedou k propuknutí 
onemocnění spojených s infekcí HPyV, předpokládají ale, že významnou roli hraje zejména 
imunosuprese. (Shrnuto v White et al., 2013) 
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S ohledem na dříve popsané tumorogenní vlastnosti zvířecích polyomavirů si vědci kladli 
otázku, zda může některý z polyomavirů způsobit vznik rakovinového bujení i u lidí. Tato 
otázka byla o to palčivější, že vakcína kontaminovaná virem SV40 byla podána milionům lidí. 
Jak ovšem přehledně shrnuli Butel a Lednicky (1999), navzdory popsaným nálezům sekvence 
genomu SV40 v lidských nádorech, chybí důkaz, že tento virus způsobuje rakovinu i u lidí. 
Prvním popsaným lidským onkogenním polyomavirem se tak stal až polyomavirus karcinomu 
Merkelových buněk popsaný v roce 2008. Tento virus byl objeven při studiu transkriptomu 
buněk vzácného typu rakoviny kůže, karcinomu Merkelových buněk. Bylo zjištěno, že virus je 
v buňkách klonálně integrován, což naznačilo, že infekce a integrace předcházela transformaci 
buněk. (Feng et al., 2008) Přítomnost viru byla potvrzena až v 80 % nádorů tohoto typu (Sihto 
et al., 2009) a byla popsána řada mechanismů, kterými virové proteiny ovlivňují regulaci 
buněčného cyklu hostitelské buňky (Borchert et al., 2014; Houben et al., 2010; Cheng et al., 
2013). 
Je možné, že další polyomaviry spojené s lidskými nemocemi dosud čekají na své objevení. 
Rozšiřování čeledi Polyomaviridae totiž pokračuje i v současnosti. Metody sekvenace DNA a 
analýzy genomových sekvencí umožnily popsání celé řady dosud neznámých polyomavirů. 
V posledních deseti letech tak bylo objeveno asi třikrát více nových polyomavirů, než jich bylo 
popsáno během předchozích 50 let jejich studia. Mezi těmito nově objevenými polyomaviry 
najdeme viry infikující nejrůznější živočichy od pavouků až po primáty. U řady z těchto virů 
ale známe pouze jejich hostitele a genomovou sekvenci. (Buck et al., 2016; Calvignac-Spencer 
et al., 2016) 
 
2.1.2 Stavba virionu MPyV 
Virion myšího polyomaviru je tvořen kapsidou s ikosahedrální symetrií, ve které je zabalena 
virová dsDNA navázaná na buněčné histony. Velikost virové částice je 45 nm.  
Povrch kapsidy MPyV tvoří 72 pentamerů hlavního virového strukturního proteinu VP1 
(45 kDa) (Obrázek 1A). Celkem tak kapsida obsahuje 360 kopií tohoto proteinu. (Liddington 
et al., 1991; Rayment et al., 1982) Kromě VP1 se na stavbě virionu podílí ještě dva strukturní 
proteiny myšího polyomaviru: minoritní proteiny VP2 (35 kDa) a VP3 (23 kDa). V centrální 
dutině každého z VP1 pentamerů je inkorporován jeden z těchto minoritních proteinů (Obrázek 





Obrázek 1: Struktura virionu MPyV 
A: Kapsida myšího polyomaviru vykazuje ikosahedrální symetrii. Její povrch tvoří 72 pentamerů 
virového proteinu VP1. Upraveno podle (Jean-Yves Sgro, zdroj: 
http://www.virology.wisc.edu/virusworld/viruslist.php?virus=pol, staženo 21. 12. 2016), obrázek byl 
vytvořen na základě struktury 1SID z databáze PDB (Stehle & Harrison, 1996). B: S každým VP1 
pentamerem je asociován virový protein VP2 nebo VP3. Na obrázku je schematicky znázorněna 
interakce proteinu VP1 a VP2 na průřezu VP1 pentamerem. Převzato z (Chen et al., 1998). 
 
2.1.3 Viru podobné částice 
V buňkách infikovaných MPyV dochází během replikace viru ve velké míře také k produkci 
neinfekčních virových částic. Tyto částice vznikají díky schopnosti strukturního proteinu VP1 
samovolně se uspořádat do struktur prázdných kapsid.  
Viru podobné částice mohou být izolovány po expresi virových strukturních proteinů 
v eukaryotických buňkách nebo složeny z virových proteinů produkovaných v bakteriálních 
buňkách (Shrnuto v Teunissen et al., 2013). VLPs mohou obsahovat všechny tři virové 
strukturní proteiny nebo pouze strukturní protein VP1 (Salunke et al., 1986). Viru podobné 
částice mohou být prázdné nebo obsahovat části DNA hostitelských buněk (Gillock et al., 1997; 
Michel et al., 1967). 
Strukturní proteiny MPyV mohou vytvářet také další typy částic, které se od virionů odlišují 
velikostí nebo tvarem. Vznikají tak například různorodé tubulární útvary.  Tyto částice jsou 
rovněž tvořeny primárně pentamery proteinu VP1. (Baker et al., 1983; Salunke et al., 1989) 
Výsledný tvar, do kterého se pentamery složí, závisí na vlastnostech prostředí, ve kterém se 
proteiny nachází – na obsahu a koncentraci iontů v roztoku, přítomnosti vápenatých iontů nebo 
pH roztoku (Salunke et al., 1989). 
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2.1.4 Organizace genomu MPyV 
Genom myšího polyomaviru je tvořen kruhovou dsDNA o velikosti přibližně 5,3 kb (Obrázek 
2). Je rozdělen na časnou, pozdní a regulační oblast. Transkripce probíhá obousměrně 
z iniciačních míst, která se nachází v regulační oblasti genomu. Časné geny kódují nestrukturní 
proteiny, virové T antigeny: velký T antigen (LT), střední T antigen (MT) a malý T antigen 
(ST). K jejich expresi dochází do dopravení virového genomu do jádra buňky. Pozdní geny 
kódují strukturní proteiny a jsou exprimovány po replikaci virového genomu. Genom je 
replikován z jediného replikačního počátku, který se nachází rovněž v regulační oblasti. 
(Shrnuto v Knipe & Howley, 2007) V regulační oblasti genomu se dále nacházejí virové 
enhancery. V této oblasti genomu se nachází řada vazebných míst pro proteiny, které regulují 
aktivaci virové replikace a transkripce (Mueller et al., 1988; Tyndall et al., 1981; Veldman et 
al., 1985). Pro aktivaci virové replikace a transkripce jsou důležitá zejména vazebná místa pro 
protein AP-1 (pro myší homolog se někdy používá i označení PEA1) a pro protein PEA3 
(Martin et al., 1988; Yoo et al., 1991).  
 
Obrázek 2: Genom myšího polyomaviru 
Genom MPyV tvoří kruhová dsDNA. Transkripce časné a pozdní oblasti genomu (vyznačeno šipkami) 
probíhá obousměrně z opačných vláken DNA. Virus kóduje šest proteinů (vyznačeno barevně). 




2.1.5 Replikační cyklus MPyV 
2.1.5.1 Vstup viru do buňky a transport do jádra 
MPyV vstupuje do buňky receptorem zprostředkovanou endocytózou. Dosud byly popsány 
čtyři gangliosidy, které mohou sloužit jako receptor pro MPyV: GD1a, GT1b (Tsai et al., 2003), 
GT1a (Buch et al., 2015; You et al., 2015) a GD1b (You et al., 2015). Vazba virionu na receptor 
je zajištěna virovým proteinem VP1, který se váže na kyselinu sialovou na povrchu gangliosidu 
(Stehle & Harrison, 1996; Tsai et al., 2003). Bylo popsáno, že strukturní protein VP1 váže 
kyselinu sialovou i na dalších povrchových molekulách. Tyto interakce nevedou k produktivní 
virové infekci, ale mohou ovlivnit buněčnou signalizaci nebo aktivovat nespecifickou imunitní 
odpověď. (You et al., 2015) 
Po navázání na receptor dochází k endocytóze virionu do buňky. Endocytóza MPyV probíhá 
v oblasti membránových raftů (Gilbert & Benjamin, 2004; Richterová et al., 2001) a je pro ni 
nezbytná destabilizace aktinové sítě pod plazmatickou membránou (Gilbert et al., 2003; 
Richterová et al., 2001). Internalizace virové částice je zajištěna hladkými mikropinocytickými 
váčky (Gilbert & Benjamin, 2000; Griffith & Consigli, 1984; Richterová et al., 2001), které 
posléze splývají s časnými endozomy (Liebl et al., 2006). Následně lze virus detekovat i 
v pozdních (Qian et al., 2009) a recyklujících endozomech (Liebl et al., 2006; Mannová & 
Forstová, 2003). K replikaci jsou ovšem virové částice směřovány pouze z časných a pozdních 
endozomů, zatímco viriony z recyklujících endozomů nepokračují v infekční cestě (Žíla et al., 
2014). 
Bylo popsáno, že kyselé pH v endozomech je nezbytné pro produktivní infekci (Liebl et al., 
2006; Qian et al., 2009). Qian a kolektiv (2009) zjistili, že v kyselém pH dochází ke 
konformačním změnám proteinu VP1 a navrhli hypotézu, že tyto změny umožňují pozdější 
rozvolnění virové kapsidy. 
Z endozomů jsou viriony dopraveny do lumen endoplazmatického retikula (ER) (Mannová & 
Forstová, 2003), přičemž pro tento transport MPyV využívá buněčné mikrotubuly (Gilbert & 
Benjamin, 2004; Gilbert et al., 2003; Žíla et al., 2014) a doprava je závislá na molekulárním 
motoru dyneinu (Žíla et al., 2014).  
V ER dochází k částečnému rozvolnění virové kapsidy pomocí buněčných enzymů (Gilbert et 
al., 2006; Magnuson et al., 2005; Walczak & Tsai, 2011) a virový genom (asociovaný 
s virovými proteiny) je transportován do jádra buňky. Tento krok virové infekce dosud není 
zcela prostudován, ale dosavadní poznatky nasvědčují tomu, že vstupu do jádra předchází 
transport z ER do cytosolu (Huérfano et al., 2017; Lilley et al., 2006).  
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2.1.5.2 Časná transkripce MPyV 
Po vstupu do jádra dochází k transkripci časné oblasti virového genomu hostitelskou DNA 
dependentní RNA polymerázou II (Beard et al., 1975). Alternativním sestřihem transkriptu 
časné oblasti vznikají mRNA pro virové T antigeny (Shrnuto v Huang & Carmichael, 2009). 
Pro replikaci virového genomu je nezbytná exprese virového antigenu LT. I zbývající T 
antigeny se ale podílí na regulaci virové replikace a transkripce (Cowie & Kamen, 1984; Chen 
et al., 2006).  
Virové T antigeny interagují s řadou hostitelských faktorů, které se uplatňují v buněčné 
signalizaci a regulaci replikačního cyklu buňky. Protože replikace MPyV je závislá na 
replikačním aparátu infikované buňky, hraje schopnost ovlivňovat buněčný cyklus v infekci 
MPyV významnou roli. 
Velký T antigen podporuje několika mechanismy vstup buňky do S fáze. Patří mezi ně vazba 
buněčného proteinu pRb (Freund et al., 1994) nebo transaktivace genů kódujících proteiny, 
které stimulují průběh buněčného cyklu (Nemethova et al., 2004). Průběh buněčného cyklu 
podporuje i ST, a to vazbou na fosfatázu PP2A (Mullane et al., 1998; Pallas et al., 1990). 
Hlavní roli v transformaci hostitelské buňky ovšem hraje střední T antigen. MT se v buňce 
nachází asociovaný s buněčnými membránami (Carmichael et al., 1982; Ito et al., 1977). Na 
cytoplazmatické membráně MT váže fosfatázu PP2A (Pallas et al., 1990). Interakce s PP2A 
umožňuje MT vázat kinázu c-Src (Courtneidge & Smith, 1983; Ogris et al., 1999), která je 
následně aktivována (Courtneidge, 1985). Jako substrát c-Src slouží i samotný MT, přičemž 
fosforylace MT umožňuje jeho interakci s dalšími molekulami podílejícími se na buněčné 






Obrázek 3: Střední T antigen je hlavní transformující protein MPyV 
Na obrázku jsou schematicky znázorněny interakce proteinu MT s vybranými buněčnými proteiny. 
Zelený obdélník znázorňuje hydrofobní kotvu proteinu. Vazba fosfatázy PP2A umožňuje MT vázat a 
aktivovat kinázu c-Src (SRC). Ta fosforyluje na několika místech i MT a tyto fosforylace umožňují 
interakce MT s dalšími proteiny podílejícími se na regulaci buněčného cyklu. Fosforylace tyrosinu 250 
umožňuje vazbu adaptorové molekuly Shc. Následná fosforylace proteinu Shc kinázou c-Src vede k 
interakci s proteinem Grb2 a posléze aktivaci GTPázy Ras (Dilworth et al., 1994). Dalším 
fosforylovaným tyrosinem je Y315. Tato posttranslační modifikace vede k vazbě fosfatidilinositol 
kinázy (PI3K) a poté aktivaci kinázy Akt (Kaplan et al., 1986; Meili et al., 1998). Fosforylace 
tyrosinu 322 potom umožňuje MT vázat a aktivovat fosfolipázu C-γ (PLC-γ) (Su et al., 1995).  
Upraveno podle přehledného článku (Fluck & Schaffhausen, 2009). 
 
2.1.5.3 Morfogeneze virionů 
Po zahájení replikace virové DNA nastává i transkripce pozdní oblasti virového genomu. 
V pozdní fázi transkripce nejprve vznikají dlouhé molekuly RNA, které svou délkou několikrát 
přesahují velikost virového genomu. Z tohoto transkriptu poté sestřihem vznikají mRNA 
kódující jednotlivé strukturní proteiny MPyV. (Acheson et al., 1971) 
Po translaci proteinu VP1 se v cytoplazmě formují VP1 pentamery a dochází k jejich asociaci 
s minoritními kapsidovými proteiny. Tyto proteinové komplexy jsou transportovány do jádra 
hostitelské buňky, kde za účasti buněčných chaperonů dochází k morfogenezi virionů. 
(Barouch & Harrison, 1994; Bird et al., 2008; Chromy et al., 2003) Replikační cyklus viru je 
dokončen po 36 – 48 hodinách a šíření viru je provázeno nekrózou i apoptózou hostitelských 





2.2 Toll-like receptory 
2.2.1 Receptory nespecifického imunitního systému 
V obraně proti virové infekci hraje klíčovou roli přirozená imunita. Umožňuje rychlé 
rozpoznání probíhající infekce a zprostředkovává protivirovou obranu a aktivaci složek 
adaptivní imunitní odpovědi. Aktivaci nespecifické imunity umožňují různé typy receptorů 
označovaných jako pattern recognition receptors (PRRs). Tyto receptory rozpoznávají 
struktury typické pro různé patogeny (takzvané pathogen-associated molecular patterns), ale 
jejich ligandy mohou být i buněčné molekuly asociované s poškozením tkáně. PRRs jsou 
spojeny se signalizačními drahami, které umožní přenést signál do jádra buňky a následnou 
syntézu efektorových molekul. Mezi PRRs patří i Toll-like receptory. (Shrnuto v Thompson et 
al., 2011) 
 
2.2.2 Struktura a funkce TLRs 
TLRs jsou transmembránové receptory, které v buňce vážou ligandy na plazmatické membráně 
nebo v endozomálních kompartmentech. Zatímco TLRs lokalizované na plazmatické 
membráně obvykle rozpoznávají lipidy nebo proteiny, endozomální TLRs detekují cizorodé 
nukleové kyseliny (NA). Lokalizace v endozomech umožňuje, aby tyto TLRs detekovaly 
virové nukleové kyseliny po rozvolnění virové kapsidy, a také brání autoimunitní reakci na 
hostitelské NA (Barton et al., 2006). 
Jak již bylo zmíněno, TLRs jsou transmembránové proteiny. Do extracelulárního prostoru 
zasahuje jejich doména, která slouží k rozpoznání a vazbě ligandu. Pro tuto doménu je typický 
výskyt repetic aminokyseliny leucinu. Cytosolická část TLRs je tvořena TIR doménou, která 
zajišťuje přenos signálu. TLRs fungují ve formě homodimerů případně heterodimerů. Pro 
přenos signálu po navázání ligandu na TLR je nezbytná dimerizace TIR domén. Následně 
dochází k interakci cytoplazmatické části Toll-like receptoru a adaptorové molekuly. Vazba 
adaptorové molekuly rozhoduje o tom, jaké signalizační dráhy budou aktivovány a různé TLRs 
využívají odlišné kombinace těchto molekul. Signalizace z TLRs vede k aktivaci MAP 
kinázových signalizačních drah nebo transkripčních faktorů jako jsou NFkB, AP-1 či IRF-7. 
Po jejich aktivaci dochází k zvýšení exprese genů kódujících prozánětlivé cytokiny, interferony 
typu I, chemokiny nebo antimikrobiální peptidy. (Shrnuto v Akira & Takeda, 2004; a v Kawai 
& Akira, 2010)  
Vznikající efektory se podílí na obraně proti přítomným patogenům a modulují okolní prostředí.  
Jedním z důležitých efektů aktivace TLRs je navození zánětu. Mezi prozánětlivé cytokiny patří 
například TNFα, interleukin(IL)-6 nebo IL-12. Tyto cytokiny slouží jako signalizační 
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molekuly.  Aktivují okolní buňky a stimulují tvorbu chemokinů nebo adhezivních molekul. 
Dále se podílejí například na modifikaci permeability endoteliální bariéry a rekrutování 
imunitních buněk do místa zánětu. (Shrnuto v Takeuchi & Akira, 2010)  
Další významnou skupinou efektorových molekul, k jejichž syntéze dochází po aktivaci TLRs, 
jsou interferony typu I, které hrají významnou roli v protivirové odpovědi (zejména pak 
interferony α a β). Interferony aktivují další signalizační dráhy a ovlivňují expresi specifických 
genů. Takto vyvolaná odpověď vede k eliminaci složek virů, apoptóze infikovaných buněk, ale 
i k navození protivirového stavu v dosud neinfikovaných buňkách. (Shrnuto v McNab et al., 
2015) 
Významnou funkcí signalizace z TLRs je také aktivace adaptivní imunitní odpovědi (Reynolds 
et al., 2010; Schnare et al., 2001; Termeer et al., 2002). 
Během studia střevních epiteliálních buněk a fibroblastů bylo zjištěno, že signalizace z TLRs 
může buňkám poskytnout také proliferační signál. Takto se mohou TLRs podílet na zachování 
homeostázy, případně na reparaci poškozené tkáně. (Hasan et al., 2005, 2007; Rakoff-Nahoum 
et al., 2004) 
 
2.2.3 Toll-like receptor 4 (TLR4) 
K vazbě ligandu a TLR4 dochází na plazmatické membráně. Hlavním ligandem TLR4 je 
lipopolysacharid (LPS) gram-negativních bakterií (Poltorak et al., 1998). TLR4 rozpoznává i 
řadu dalších ligandů, které umožňují rozpoznání bakteriální či virové infekce a signalizaci 
mohou aktivovat i endogenní molekuly (Shnuto v Akira & Takeda, 2004). Nejvíce 
prostudovaná je aktivace TLR4 prostřednictvím LPS, a právě ze studia interakce LPS a TLR4 
pramení značná část informací, které jsou o tomto receptoru známé.  
Rozpoznání LPS a aktivace TLR4 vyžaduje součinnost hned několika proteinů. Prvním krokem 
aktivace je vytvoření komplexu LPS a LPS vazebného proteinu (LBP). LBP umožňuje vazbu 
LPS a proteinu CD14, který slouží jako koreceptor TLR4 (Lamping et al., 1996; Wright et al., 
1990; Yu & Wright, 1996). CD14 zprostředkuje „navedení“ LPS na protein MD-2 nebo 
heterodimer MD-2 a TLR4. Tato role je nezbytná pro aktivaci signalizace při nízké koncentraci 
ligandu. (Muroi et al., 2002; Prohinar et al., 2007; da Silva Correia et al., 2001) MD-2 neboli 
myeloidní diferenciační faktor 2 váže extracelulární doménu TLR4 a je zásadní pro fungování 
TLR4 (Shimazu et al., 1999; Viriyakosol et al., 2001). Pro úspěšnou aktivaci signalizace 
z TLR4 je dále nezbytná tvorba homodimeru ze dvou komplexů LPS, TLR4 a MD-2 
(Kobayashi et al., 2006; Park et al., 2009). Po dimerizaci receptoru nastává asociace 




Obrázek 4: Aktivace TLR4 prostřednictvím LPS 
Na obrázku je schematicky znázorněno rozpoznání LPS signalizačním komplexem TLR4. LPS vazebný 
protein (LBP) váže LPS. Následně dochází k přenosu LPS na MD-2 nebo dimer MD-2 a TLR4. Tento 
krok je zprostředkován CD14. Nezbytnost molekuly CD14 ovšem může být vykompenzována zvýšením 
koncentrace ligandu. Po vzniku dimeru ze dvou komplexů LPS, MD-2 a TLR4 dochází ke konformační 
změně, která je přenesena k cytoplazmatickým doménám a dochází k aktivaci receptoru. Upraveno 
podle přehledného článku (Jerala, 2007). 
  
Kanonická dráha aktivace TLR4 pomocí LPS vede k tvorbě prozánětlivých cytokinů 
prostřednictvím MyD88 dependentní signalizační dráhy. Aktivace signalizace vyžaduje 
molekulu TIRAP, která zajišťuje navedení adaptorové molekuly MyD88 k plazmatické 
membráně (Kagan & Medzhitov, 2006). Signál dále přenáší serin/threoninové kinázy z rodiny 
IRAK a následně dochází k aktivaci molekuly TRAF6 (Kawagoe et al., 2008; Muzio et al., 
1997; Wesche et al., 1997) a kinázy TAK1. Toto vede k aktivaci transkripčních faktorů NFκB, 
IκBζ a MAP kináz (MAPK) (Adachi et al., 1998; Sato et al., 2005; Yamamoto et al., 2004). 
Tyto transkripční faktory pak i s transkripčním faktorem AP-1 aktivovaným MAPK stimulují 
produkci prozánětlivých cytokinů. 
V roce 1999 bylo popsáno, že ačkoliv vyřazení adaptoru MyD88 výrazně omezí odpověď 
myších makrofágů na LPS, stále dochází k aktivaci NFκB a MAPK. Tato odpověď ovšem 
nastávala v pozdějších časech po stimulaci buněk. (Kawai et al., 1999) Tyto výsledky 




zjištěno, že tato signalizační dráha závisí na adaptorových molekulách TRIF a TRAM a vede 
zejména k aktivaci transkripčního faktoru IRF3 a následné produkci interferonů typu I 
(Fitzgerald et al., 2003; Kagan et al., 2008; Kawai et al., 2001; Yamamoto et al., 2003a, b). 
Tento typ signalizace neprobíhá z plazmatické membrány, ale je aktivován po endocytóze 
signalizačního komplexu TLR4 a jeho internalizaci do endozomu (Kagan et al., 2008; Tanimura 
et al., 2008). Endocytóza TLR4 vyžaduje klatrin a dynamin (Husebye et al., 2006; Wang et al., 
2012) a je regulována CD14 (Zanoni et al., 2011). Po endocytóze komplex kolokalizuje se 









Obrázek 5: Signalizace z TLR4 
Schematické znázornění signalizace z TLR4. 
K vazbě ligandu a TLR4 dochází na plazmatické 
membráně. Po vazbě adaptorové molekuly MyD88 
je aktivována signalizační dráha, která vede k 
aktivaci transkripčního faktoru NFκB a MAPK (a 
posléze transkripčního faktoru AP-1). Tyto 
transkripční faktory regulují syntézu prozánětlivých 
cytokinů. Po vazbě ligandu na TLR4 může dojít také 
k translokaci komplexu do endozomu. Zde dochází 
k interakci TIR domény TLR4 a adaptorové 
molekuly TRIF. Následně dochází k aktivaci 
transkripčního faktoru IRF3 a produkci interferonů 
typu I. Upraveno podle přehledného článku 
(Takeuchi & Akira, 2010) 
 
2.2.3.1 Viry a TLR4 
V roce 2000 bylo popsáno, že TLRs mohou sloužit také k rozpoznání virové infekce. Pomocí 
metody ELISA bylo zjištěno, že povrchový glykoprotein F respiračního syncytiálního viru 
(RSV) stimuluje u lidských mononukleárních buněk a myších makrofágů produkci 
prozánětlivých cytokinů. Použití makrofágů z myši, u které byl proveden genový knockout 
molekuly CD14, ukázalo, že odpověď je závislá na této molekule. Stejně tak byla produkce 
cytokinů utlumena v případě použití makrofágů TLR4 deficientní myši. Tyto výsledky 
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naznačily, že RSV může být buňkami rozpoznáván stejným způsobem jako LPS. (Kurt-Jones 
et al., 2000) Následné in vivo studie sledující infekci RSV u TLR4 deficientních myší ukázaly, 
že rozpoznání viru prostřednictvím TRL4 je důležité pro aktivaci účinné imunitní odpovědi na 
infekci (Haynes et al., 2001). Tyto závěry podpořily i výsledky studií, které sledovaly, jak 
polymorfismy v genu pro TLR4 ovlivní patogenezi RSV infekce u dětí (Awomoyi et al., 2007; 
Tal et al., 2004; Tulic et al., 2007).  
Byl popsán mechanismus, kterým se RSV může proti této aktivaci imunitní odpovědi bránit. 
Bylo zjištěno, že v mononukleárních buňkách dětí infikovaných RSV dochází k zvýšené 
expresi hostitelské miRNA miR-26b, a že zvýšená hladina této miRNA vede k omezení exprese 
genu pro TLR4 (Bakre et al., 2012; Liu et al., 2015). 
 
Dalším příkladem viru rozpoznávaného prostřednictvím TLR4 je retrovirus infikující myši 
MMTV (mouse mammary tumor virus). MMTV se řadí mezi retroviry, které nedokážou 
překonat jadernou membránu a svůj replikační cyklus proto mohou dokončit pouze 
v replikujících se buňkách. Protože MMTV infikuje nezralé dendritické buňky a klidové B 
buňky v Peyerových plátech (Vacheron et al., 2002), si vědci kladli otázku, jaký faktor vede 
k aktivaci těchto buněk a umožňuje první kolo infekce.  
Při studiu infekce myší s defekty v TLR4 virem MMTV bylo zjištěno, že aktivace B buněk je 
zprostředkována vazbou viru na TLR4 (Rassa et al., 2002). Další studium potom ukázalo, že 
v případě dendritických buněk interakce viru a TLR4 stimuluje maturaci buněk a vede 
k zvýšení množství virového receptoru CD71 na povrchu buněk (Burzyn et al., 2004). 
Klíčová role signalizace z TLR4 nespočívá pouze v aktivaci cílových buněk, ale i v zajištění 
specifického cytokinového prostředí. V B buňkách dochází k tvorbě IL-1, který aktivuje 
virovou transkripci (Rassa et al., 2002), a také k produkci IL-10, který inhibuje cytotoxickou 
imunitní odpověď. Produkce IL-10 není stimulována přímo interakcí MMTV a B buněk, ale 
vazbou MMTV na TLR4 dendritických buněk a makrofágů, které posléze stimulují produkci 
tohoto cytokinu B buňkami (prostřednictvím produkce cytokinu IL-6 do okolního prostředí). 
(Jude et al., 2003; Kane et al., 2011) 
Protože Rassa a kolektiv (2002) ukázali koimunoprecipitaci TLR4 a virového proteinu env, 
bylo předpokládáno, že ligandem aktivujícím signalizaci z TLR4 je právě env. Posléze ale bylo 
zjištěno, že virus do svého obalu inkorporuje proteiny, které mu umožní vyvázat bakteriální 
LPS z okolního prostředí. Lipopolysacharidy asociované s virionem poté interagují s TLR4 na 
povrchu buněk. (Kane et al., 2011; Wilks et al., 2015) 
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V případě MMTV tak má interakce s TLR4 opačný důsledek než v případě RSV: Vazba na 
TLR4 pro MMTV důležitým a nezbytným krokem replikačního cyklu. 
 
Interakce virů s TLR4 může mít také imunopatologické důsledky. Onemocnění virem ebola 
může u pacientů vyvolat tzv. cytokinovou bouři a patologickou zánětlivou reakci. Bylo 
zjištěno, že virové částice mohou aktivovat syntézu prozánětlivých cytokinů právě interakcí 
s TLR4 (Okumura et al., 2010). Toto zjištění přivedlo vědce k úvahám, zda by v budoucnu bylo 
možné využít v léčbě eboly inhibitory signalizace z TLR4 (Denner, 2015). 
 
2.2.3.2 MPyV a TLR4 
U novorozených myší může vést infekce MPyV k rozvoji nádorů. O patogenitě MPyV 
rozhoduje několik faktorů, mezi které patří charakteristiky daného kmene MPyV i infikovaného 
kmene myší. Kritickou roli hrají zejména vlastnosti imunitního systému myší. (Shrnuto v 
Benjamin, 2001) Bylo popsáno, že náchylnost myší k nádorům indukovaným MPyV do značné 
míry závisí i na cytokinové odpovědi na MPyV. Makrofágy rezistentních kmenů myší 
odpovídají na infekci MPyV produkcí IL-12, který se podílí na polarizaci imunitní odpovědi a 
aktivaci cytotoxických T lymfocytů. Tato imunitní odpověď posléze může zamezit vzniku 
nádorů. (Velupillai et al., 2002, 2006, 2012)  
Mapování genomů myší, které se lišily v odpovědi na MPyV, poukázalo na možné zapojení 
TLR4 v odpovědi. Studiem makrofágů s genovým knockoutem TLR4 pak bylo prokázáno, že 
cytokinová odpověď na MPyV skutečně závisí na TLR4. Transdukce cDNA pro TLR4 do 
těchto buněk vedla k obnově odpovědi. Genový knockout molekuly MyD88 potom umožnil 
potvrdit, že cytokinová odpověď makrofágů na MPyV je zprostředkována právě adaptorem 
MyD88 (Velupillai et al., 2012).  
 
2.2.4 Toll-like receptor 9 (TLR9) 
TLR9 je endozomální Toll-like receptor (Ahmad-Nejad et al., 2002), který rozpoznává 
sekvence obsahující nemethylované CpG DNA dinukleotidy (CpG DNA) – typ sekvence 
charakteristický pro bakterie a některé viry (Bauer et al., 2001; Hemmi et al., 2000).  
Toll-like receptory 9 jsou exprimovány především v imunitních buňkách. Signalizace z těchto 
receptorů aktivuje imunitní odpověď v B buňkách, makrofázích a zejména v plazmacytoidních 
dendritických buňkách (pDC), které jsou významnými producenty interferonů typu I (Hemmi 
et al., 2000; Hornung et al., 2002; Krug et al., 2001). Studium expresního profilu různých typů 
lidských buněk ukázalo, že kromě krevních buněk dochází k expresi TLR9 v celé škále 
buněčných typů. V řadě případů ale byla mRNA kódující TLR9 zjištěna pouze v malém 
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množství. Oproti tomu buňky myších embryonálních fibroblastů ve stejné studii vykázaly 
vysokou hladinu mRNA pro TLR9 a aktivace TLR9 pomocí CpG DNA u nich vedla k produkci 
několika typů cytokinů. (Kurt-Jones et al., 2004) 
TLR9 v buňce reziduje v ER, odkud je stimulaci buněk CpG DNA transportován 
membránovým proteinem UNC93B1 do endozomu (Brinkmann et al., 2007; Kim et al., 2008; 
Latz et al., 2004; Tabeta et al., 2006). V endolysozomech dochází k proteolytickému štěpení 
TLR9, které dává vzniknout funkčnímu receptoru, který je schopen signalizovat po rozpoznání 
ligandu (Ewald et al., 2008; Matsumoto et al., 2008; Park et al., 2008; Sepulveda et al., 2009). 
Signalizace z TLR9 je zprostředkovaná adaptorovou molekulou MyD88 a kinázou IRAK4. 
Signál je přenášen molekulou TRAF6 (Gohda et al., 2004) a vede  k aktivaci MAP kináz a 
NFκB (Hemmi et al., 2000). Kromě prozánětlivých cytokinů vede aktivace TLR9 také 
k produkci interferonů typu I. Tato odpověď je rovněž řízena adaptorovou molekulou MyD88. 
Následně je aktivován transkripční faktor IRF7, který kontroluje produkci interferonů (Honda 









Obrázek 6: Signalizace z TLR9 
Schematické znázornění signalizace z TLR9. TLR9 
se v buňce nachází v ER, ze kterého je 
transportován proteinem UNC93B1 do endozomu. 
Zde dochází k jeho proteolytickému štěpení, které 
umožňuje rozpoznání ligandu a aktivaci 
signalizace. Ligandem TLR9 jsou NA obsahující 
nemethylované CpG dinukleotidy. Tyto sekvenční 
motivy se ve zvýšené míře nacházejí v NA 
některých bakterií a virů. Signalizace z TLR9 je 
zprostředkována adaptorovou molekulou MyD88. 
Signalizace přes TRAF6 aktivuje NFκB a vede 
k syntéze prozánětlivých cytokinů. Fosforylace 
transkripčního faktoru IRF7 vede k produkci 
interferonů typu I. Upraveno podle přehledného 




2.2.4.1 Viry a TLR9 
Toll-like receptor 9 umožňuje rozpoznání infekce různými viry s DNA genomem, mezi které 
patří herpesviry (Fiola et al., 2010; Lund et al., 2003; Rasmussen et al., 2007), adenoviry (Pahl 
et al., 2012) nebo poxviry (von Buttlar et al., 2014; Samuelsson et al., 2008). 
V imunitní odpovědi proti virové infekci hraje důležitou roli signalizace z TLR7 a TLR9 
plazmacytoidních dendritických buněk, významných producentů interferonů typu I. Právě díky 
produkci interferonů stimulované z TLR9, se mohou pDC podílet na potlačení infekce 
například lidským virem HSV-2 (herpes simplex typu 2) (Lund et al., 2003).  
Tyto poznatky jsou přenášeny i do léčby virových onemocnění a jsou hledány způsoby, jak 
využít agonisty TLR9 k aktivaci účinné antivirové odpovědi například proti viru HIV 
(Martinson et al., 2007).  
 
2.3 Polyomaviry a MAPK 
2.3.1 MAP kinázy 
MAP kinázové signalizační kaskády představují jedny z nejvýznamnějších signalizačních drah 
v buňce. Je to proto, že ovlivňují prakticky všechny zásadní kroky života buňky: regulují 
buněčný cyklus, vstup do apoptózy nebo buněčnou diferenciaci.  
Signalizace je aktivována vazbou ligandu na receptor napojený na kaskádu. Ligandem mohou 
být například růstové faktory, hormony nebo cytokiny. Vlastní MAP kinázová signalizační 
kaskáda je potom tvořena hierarchicky seřazenými enzymy, které vedou až k aktivaci MAPK, 
mezi které patří kinázy ERK, JNK, p38 nebo ERK5. MAPK poté fosforyluje řadu různých 
proteinů a reguluje jejich aktivitu. (Shrnuto v Chang & Karin, 2001) 
Navzdory základnímu hierarchickému uspořádání není signalizace ryze přímočará. Nejenže 
různé stimuly aktivují různé kinázy, ale i kombinace signálů může vést k odlišným výstupům 
než jednotlivé signály. Odpovědi se také mohou lišit v závislosti na buněčném typu nebo 
diferenciaci buňky. Specificita signalizace je zajištěna také řadou „scaffold“ proteinů, které 
kontrolují interakce zapojených kináz. (Shrnuto v Chang & Karin, 2001) 
 
2.3.2 Role MAPK v životním cyklu lidských polyomavirů 
Bylo popsáno, že infekce některými typy polyomavirů vede k aktivaci MAP kinázové 
signalizace. Zejména s využitím chemických inhibitorů konkrétních signalizačních drah, byl 
popsán význam této signalizace pro polyomavirové infekce. 
Například v případě polyomaviru JC bylo zjištěno, že během prvních hodin po infekci lidských 
gliových buněk dochází k aktivaci kinázy ERK (Querbes et al., 2004). Inhibice této kinázy v 
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buňkách PDA pomocí inhibitoru PD98059 nebo U0126 vedla k omezení replikace viru JC. 
Oproti tomu aktivace signalizace prostřednictvím cytokinu TGFβ1 virovou replikaci 
stimulovala. (Ravichandran et al., 2007)  
U dalšího lidského polyomaviru – BK viru, nebylo zjištěno, že by virová infekce vedla 
k aktivaci MAP kináz. Nicméně bylo ukázáno, že i u tohoto viru stimulace ERK amplifikuje 
virovou replikaci a inhibice této signalizační dráhy pomocí inhibitoru U0126 replikaci omezuje. 
S využitím luciferázového reportérového systému bylo ukázáno, že aktivační efekt ERK 
nesouvisí s transkripční regulací nekódující oblasti genomu BK viru. Místo toho je tento efekt 
zprostředkován stimulací replikačního cyklu buňky. (Seamone et al., 2010) 
Mezi polyomaviry, jejichž replikace je ovlivněna inhibicí MAPK, se nedávno zařadil i 
polyomavirus karcinomu Merkelových buněk. Studium MCPyV je komplikováno skutečností, 
že dosud nepanuje shoda ohledně hostitelských buněk viru. V roce 2016 ovšem byla 
publikována práce, jejíž autoři ukázali, že je virus schopen se účinně replikovat v lidských 
dermálních fibroblastech. Tato infekce byla inhibována látkou trametinib – inhibitorem kinázy 
MEK (Liu et al., 2016). Trametinib je úspěšně využíván v léčbě pacientů trpících melanomem 
(Frankel et al., 2017; Marconcini et al., 2017). Práce Liu a kolektivu (2016) tak může pomoci 
nejen studiu replikačního cyklu a mechanismu nádorové transformace MCPyV, ale i vývoji 
terapie pro pacienty s karcinomem Merkelových buněk.  
 
2.3.3 MAPK a myší polyomavirus 
MAP kinázovou signalizaci v buňce aktivuje i MPyV. Bylo zjištěno, že po infekci buněk MEF 
MPyV (multiplicitou infekce (MOI) 50) dochází k aktivaci kinázy ERK a JNK. Autoři tohoto 
objevu popsali, že aktivace MAPK je zprostředkována interakcí proteinu VP1 s gangliosidy a 
integrinem α4 na povrchu buněk. (O’Hara & Garcea, 2016) 
MAP kinázové signalizační dráhy mohou být ovlivněny i virovými T antigeny, zejména pak 
MT. Vazba MT a PP2A umožňuje aktivaci kinázy JNK (Mullane et al., 1998) a aktivace 
fosfatidilinositol 3 kinázy (PI3K) zprostředkovává i fosforylaci ERK (Urich et al., 1995). 
MAPK mohou být dále aktivovány jako důsledek MT zprostředkované aktivace GTPázy ras 




3 Cíle práce 
Rozpoznání myšího polyomaviru Toll-like receptory 
Bylo zjištěno, že buňky myších makrofágů rozpoznávají MPyV prostřednictvím TLR4. 
Zajímalo nás, zda k obdobnému rozpoznání MPyV dochází i v hostitelských myších 
embryonálních fibroblastech a jak tato interakce ovlivní časnou fázi virové infekce. Protože 
během infekce viriony MPyV prochází endozomálním systémem hostitelské buňky, nás dále 
zajímalo, zda během infekce dochází k aktivaci některého z endozomálních TLRs. Genom 
MPyV je tvořen dsDNA, a proto jsme se při hledání možné interakce zaměřili na TLR9.  
 
Cílem této práce bylo určit, zda buňky MEF rozpoznávají MPyV prostřednictvím 
Toll-like receptorů a popsat, zda inhibice signalizace z TLR4 nebo TLR9 ovlivní infekci 
buněk MPyV. 
Dílčí cíle: 
 Stanovit, zda buňky MEF rozeznávají MPyV prostřednictvím TLRs 
 Porovnat odpověď buněk MEF na viriony MPyV a na VLPs 
 Určit, zda použití inhibitoru a antagonistů TLR4 a TLR9 ovlivní časnou fázi infekce 
MPyV 
 
Myší polyomavirus a MAPK 
MAP kinázové signalizační dráhy hrají klíčovou roli v životě buňky. Podílejí se na regulaci 
genové exprese, průběhu replikačního cyklu buňky nebo její diferenciaci. Využití inhibitorů 
MAP kinázových signalizačních drah v minulosti umožnilo popsat význam MAPK v životním 
cyklu některých lidských polyomavirů.  
 
Dalším cílem této práce bylo popsat, zda inhibice vybraných MAP kináz pomocí 
chemických inhibitorů ovlivní infekci buněk MEF MPyV.  
 Stanovit, zda inhibitor kinázy p38 (SB203580, SB202190), MEK (PD0325901) nebo 




4 Materiál a metody 
4.1 Materiály 
4.1.1 Seznam použitých chemikálií a enzymů (s uvedením výrobce) 
Akrylamid (Serva) 




Bovinní sérový albumin - BSA (Sigma) 
Bromfenolová modř (Lachema) 
CLI-095 (Invovogen) 
COmplete Tablets, Mini EDTA-free 
(Roche) 
Coomassie Brilliant Blue G 250 (Serva) 
DAPI – 4,6-diamino-fenylindol dichlorid 
(Sigma-Aldrich) 
Deoxycholát sodný (Fluka) 
Dihydrogenfosforečnan draselný 
(Lachema) 
Dimethylsulfoxid – DMSO (Sigma) 
dNTP PCR mix (deoxynukleotidy) (Serva) 





Ethylendiamintetraacetát disodný – EDTA 
(Serva) 





Chlorid cesný (Serva) 
Chlorid draselný (Lachema) 
Chlorid sodný (Lach-Ner) 
Chlorid vápenatý (Sigma) 
Kyselina chlorovodíková (Lach-Ner) 
Kyselina fosforečná (Lachema) 
Kyselina fosfowolframová (Fluka) 
Kyselina octová (Lach-Ner) 
Kyselina p-kumarová (Sigma) 
Kyselina sírová (Lachema) 
Loading Buffer 10 x (Takara) 
LPS-RS ultrapure (Invivogen) 
Luminol (Sigma) 
Methanol (Penta) 
LPS z E-coli (Sigma) 
Neuraminidáza (Sigma) 
NP-40 (Sigma) 
ODN 1668 (Invivogen) 
ODN 2088 (Invivogen) 
Parafínový olej (Bayol F) (Serva) 
Paraformaldehyd (Sigma) 
PD0325901(inhibitor MEK, Invivogen) 
Peroxid vodíku (30%) (Sigma) 
Persíran amonný (Serva) 
Pufr pro Vent polymerázu (10x) (BioLabs) 
Sacharóza (Lach-Ner) 
SB202190 (inhibitor p38, Invivogen) 
SB203580 (inhibitor p38, Invivogen) 
SP600125 (inhibitor JNK, Invivogen) 
Sušené mléko (Laktino) 
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Tetramethylendiamin – TEMED (Serva) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan – Tris 
(Serva) 




Vent polymeráza (BioLabs) 
Versen (Baria) 
Vývojka (Foma)
4.1.2 Buněčné linie 
3T6: stabilní linie myších fibroblastů (DSMZ, ACC 202) 
MEF: primární buněčná linie myších embryonálních fibroblastů (Lonza, M-FB-481) 
Sf9: buněčná linie odvozená od Spodoptera frugiperda (ATCC, CRL-1711) 
 
4.1.3 Viry 
Myší polyomavirus, kmen BG  
Rekombinantní bakulovirus VL-VP1: Bakulovirus kódující protein VP1 myšího 
polyomaviru (Forstová et al., 1993). 
 
4.1.4 Vektory 
pwP: Vektor pro expresi proteinu VP1 myšího polyomaviru v savčích buňkách (Pastrana et al., 
2009, Addgene plazmid 22519). 
ph3p: Vektor pro expresi proteinu VP3 myšího polyomaviru v savčích buňkách (Pastrana et 
al., 2009, Addgene plazmid 22521). 
 
4.1.5 Média pro tkáňové kultury 
Médium DMEM s 10% sérem: DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium – high 
glucose; Sigma), 10% fetální bovinní sérum (v/v) (Gibco) 
Médium DMEM s 0,5% sérem: DMEM (Sigma), 10% fetální bovinní sérum (v/v) (Gibco), 
směs antibiotik pro tkáňové kultury (Používaný 100x koncentrovaný roztok obsahuje na 1ml: 
10 000 jednotek penicilinu, 10 mg streptomycinu, 20 mg amphotericinu B; Sigma) 
Médium DMEM bez séra: DMEM (Sigma) 
Médium RPMI-1640 (Sigma) 
Médium TNM-FH s 10% sérem: TNM-FH (Sigma), 10% fetální bovinní sérum (v/v) (Gibco), 
směs antibiotik pro tkáňové kultury (Používaný 100x koncentrovaný roztok obsahuje na 1ml: 




4.1.6 Složení nejčastěji používaných roztoků 
PBS: 0,14M NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4·12H2O, 17,6mM KH2PO4 
Pufr B: 10mM Tris-HCl (pH=7,4), 150mM NaCl, 0,01mM CaCl2 
Trypsin: 0,25% trypsin v PBS (v/v) 
Versen: 0,25% versen v PBS (v/v) 
Poznámka: Pokud není uvedeno jinak, byla při přípravě roztoků použitých v této práci použita 
jako rozpouštědlo destilovaná voda. 
 
4.1.7 Primery 
V této diplomové práci byly využity primery komplementární k mRNA pro zvolené proteiny. 


















Primery proti cDNA GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáze) a HGPRT (hypoxantin-
guanin fosforibosyltransferáze) byly získány od S. Huérfano. Výrobce primerů: Integrated 
DNA Technologies 
 
4.1.8 Standardy molekulových hmotností 
Standard molekulové hmotnosti pro DNA elektroforézu: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder 
(Thermo Fisher Scientific, Obrázek 7A) 
Standard pro SDS-PAGE:  
Prestained Molecular Weight Marker (M.W. 26 600 – 180 000 D) (Sigma), ve standardu jsou 
použity tyto proteiny:  
o α2-makroglobulin z koňského séra (180 kDa) 
o β-galaktosidáza z E-coli (116 kDa) 
o laktoferin z lidského mléka (90 kDa) 
o pyruátkináza z králičího svalstva (58 kDa) 
o fumaráza z prasečího srdce (48 kDa) 
o laktátdehydrogenáza z králičího svalstva (36,5 kDa) 
o triózafosfátizomeráza z králičího svalstva (26,6 kDa) 
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Obrázek 7: Používané standardy molekulových 
hmotností 
A: Používaný standard molekulové hmotnosti pro 
DNA elektroforézu. Upraveno podle thermofisher.com 
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ 
SM1331, staženo 1. 9. 2016) B: Standard molekulové 
hmotnosti Black Protein Ladder pro proteinovou 
elektroforézu. Upraveno podle cebiosys.cz 
(http://www.cebiosys.cz/products/black-proteinladder-




4.1.9.1 Primární protilátky 
MαVP1: Myší monoklonální protilátka proti VP1 proteinu myšího polyomaviru (Forstová et 
al., 1993), ředěna 10x. 
MαVP1-A5: Myší monoklonální protilátka proti VP1 proteinu myšího polyomaviru 
(Morávková, 2001), ředěna 10x. 
MαVP2/3-1A2: Myší monoklonální protilátka proti společné části proteinů VP2 a VP3 myšího 
polyomaviru (Forstová et al., 1993), neředěna. 
RatαLT1: Krysí monoklonální protilátka proti LT antigenu myšího polyomaviru (Dilworth & 
Griffin, 1982), ředěna 100x. 
 
4.1.9.2 Sekundární protilátky 
GαM-Cy3: Kozí protilátka proti myším imunoglobulinům konjugovaná s fluorescenční barvou 
Cy®3 (Thermo Fisher Scientific), ředěna 1 000x. 
GαM-HRP: Kozí protilátka proti myším imunoglobulinům konjugovaná s křenovou 
peroxidázou (Biorad), ředěna 1 000x.  
GαR-Ax488: Kozí protilátka proti krysím imunoglobulinům konjugovaná s fluorescenční 




4.1.10 Komerční soupravy 
Cell Line NucleofectorR Kit V (Lonza): Transfekce savčích buněk metodou nukleofekce. 
High Pure RNA Isolation Kit (Roche): Izolace RNA z buněk. 
iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Biorad): Přepis RNA do cDNA reverzní transkripcí. 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche): Kvantitativní PCR reakce. 
Mouse IL-6 ELISA development kit (Mabtech): Stanovení produkce cytokinu IL-6 buňkami 
myších fibroblastů. 
TMB substrate reagent set (BD): Vizualizace signálu při metodě ELISA. 
 
4.1.11 Použitý software 
AnalySISB (Olympus): Ovládací software kamery fluorescenčního mikroskopu IX71, verze 5.0  
Amersham Imager 600 Software (GE Healthcare): Ovládací software pro přístroj Amersham 
Imager 600, verze 1.1.1  
GraphPad Prism (GraphPad Software): Software použitý pro výpočet statistických analýz, 
verze 7.03  
GeneSys (Syngene): Ovládací software kamery k focení gelů v UV transiluminátoru, 
verze 1.5.4.0  
i-controlTM (Tecan): Ovládací software přístroje ELISA reader Infinite® 200PRO, 
verze 1.10.4.0  
ImageJ (NIH): Práce s obrázky, verze 1.50i  
iTEM (Olympus): Ovládací software kamery elektronového mikroskopu JEOL JEM 1200EX, 
verze 5.1  
LightCycler® 480 Software (Roche): Software použitý pro analýzu výsledků kvantitativní 
PCR, verze 1.5.1.42  





4.2.1 Práce s tkáňovými kulturami 
4.2.1.1 Kultivace myších buněk 3T6 a MEF 
Buňky 3T6 a MEF byly kultivovány v inkubátoru (Schoeller) při 37 ⁰C a 5% atmosféře CO2. 
Kultivace buněk probíhala v médiu DMEM s 10% sérem. Misky (TPP / JET biofil) s buňkami 
byly průběžně kontrolovány pod světelným mikroskopem Olympus CK40 (Olympus). 
 
4.2.1.2 Kultivace hmyzích buněk Sf9 
Buňky Sf9 byly kultivovány v inkubátoru (VWR) při 27 ⁰C v médiu TNM-FH s 10% sérem.  
 
4.2.1.3 Pasážování myších buněk 3T6 a MEF 
Z misky s konfluentně narostlými buňkami bylo odsáto médium a buňky byly opláchnuty 
roztokem versenu. Poté byl na misku s buňkami přidán roztok trypsinu (0,5 ml na misku o 
průměru 6 cm nebo 1 ml na misku o průměru 10 cm) a misky byly umístěny v inkubátoru při 
37 ⁰C přibližně 5 minut. Poté bylo do misky doplněno médium DMEM s 10% sérem a médium 
s buňkami bylo rozděleno na nové misky ve zvoleném poměru. Dále bylo na misky doplněno 
médium do celkového objemu 5 ml pro misky o průměru 6 cm nebo 10 ml pro misky o průměru 
10 cm. Buňky 3T6 byly pasážovány dvakrát týdně v poměru 1:10. Buňky MEF byly 
pasážovány jednou týdně v poměru 1:4. 
V případech, kdy bylo pro experimenty potřeba pasážovat na misku nebo jamku ve 
vícejamkové desce konkrétní počet buněk, byly buňky po uvolnění z povrchu misky trypsinem 
a přidání média spočítány pomocí počítací komůrky (Assistent). Do nové kultivační nádoby 
bylo přidáno množství buněčné suspenze odpovídající požadovanému počtu buněk. Pak bylo 
k buňkám opět doplněno médium.  
 
Použité roztoky a média 
Roztok versenu 
Roztok trypsinu 
Médium DMEM s 10% sérem 
  
 
4.2.1.4 Pasážování hmyzích buněk Sf9 
Konfluentně narostlé buňky byly seškrabány z povrchu misky pryžovým škrabátkem. Buněčná 
suspenze pak byla naředěna médiem TNM-FH ve zvoleném poměru a rozdělena na nové misky. 
Buňky Sf9 byly pasážovány dvakrát týdně v poměru 1:4. 
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4.2.1.5 Synchronizace buněk MEF 
Z buněk bylo odsáto médium a bylo k nim přidáno médium DMEM s 0,5% sérem. S tímto 
médiem byly buňky kultivovány přes noc před zahájením experimentů vyžadujících 
synchronizaci. 
 
4.2.1.6 Infekce (nesynchronizovaných) myších buněk MPyV 
Z buněk bylo odsáto médium a bylo k nim přidáno médium DMEM bez séra. Poté byly buňky 
na 15 minut vráceny do inkubátoru. Následně bylo z buněk znovu odsáto médium a bylo k nim 
přidáno virové inokulum ředěné v médiu DMEM bez séra. Následně byly buňky hodinu 
ponechány v inkubátoru při 37 ⁰C. Čas infekce byl počítán od vložení do inkubátoru. Každých 
15 minut se s miskami opatrně kývalo, aby bylo médium s MPyV rozprostřeno rovnoměrně po 
povrchu misky. Poté bylo k buňkám doplněno médium DMEM s 10% sérem. Používaný objem 
média bez séra s MPyV byl pro misky o průměru 10 cm 1 ml a pro jamky 24 jamkové desky 
200 µl. Čas infekce byl počítán od přidání virového inokula na buňky. 
 
Použitá média 
Médium DMEM s 10% sérem 
Médium DMEM bez séra 
  
 
4.2.1.7 Infekce synchronizovaných buněk MEF MPyV 
Z buněk bylo odsáto médium a bylo k nim přidáno virové inokulum ředěné v médiu DMEM 
s 0,5% sérem. Buňky byly hodinu ponechány při 37 ⁰C, přičemž každých 15 minus se s miskami 
opatrně kývalo. Čas infekce byl počítán od vložení do inkubátoru. Poté bylo k buňkám 
doplněno médium DMEM s 0,5% sérem. Používaný objem média s virovým inokulem byl pro 
misky o průměru 10 cm 1 ml, pro jamky 6 jamkové desky 500 µl a pro jamky 24 jamkové desky 
200 µl. Do jamek 96 jamkové desky byl virus přidáván v objemu 120 µl a médium již nebylo 
doplňováno. Čas infekce byl počítán od přidání virového inokula na buňky. 
 
Použitá média 
Médium DMEM s 0,5% sérem 
  
 
4.2.1.8 Infekce buněk Sf9 rekombinantním bakulovirem 
Konfluentně narostlé buňky Sf9 byly pasážovány v poměru 1:3. Po hodině, kdy došlo 
k přisednutí buněk na povrch misek, byly buňky infikovány rekombinantním bakulovirovým 
inokulem. Následně byly misky s buňkami ponechány hodinu na kývačce za mírného kývání 
(při pokojové teplotě). Poté k nim bylo doplněno médium TNM-FH. 
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4.2.1.9 Nepřímá imunofluorescence 
Z jamek s buňkami narostlými na sklíčkách bylo odsáto médium a buňky byly opláchnuty PBS. 
Poté byly buňky 25 minut fixovány 3,7% roztokem PFA. Po odsátí PFA byly buňky 
permeabilizovány 5 minut 0,5% roztokem Tritonu X-100. Poté byly třikrát opláchnuty pomocí 
PBS. Následně byly inkubovány hodinu s 1% BSA. Poté byly další hodinu inkubovány 
s primární protilátkou (v objemu 200 µl na jamku 24 jamkové desky). Poté byly buňky promyty 
3 x PBS po 10 minutách. Dále byly inkubovány se sekundární protilátkou (rovněž v objemu 
200 µl). Počínaje touto inkubací byly buňky chráněny před světlem. Pak byly znovu opláchnuty 
3 x PBS po 10 minutách. Sklíčko s buňkami pak bylo odebráno z jamek a namočeno do 
destilované vody. Po uschnutí bylo položeno stranou s buňkami na kapku 70% glycerolu 
s DAPI na podložním skle. Vzorky pak byly pozorovány pomocí fluorescenčního mikroskopu 




3,7% PFA v PBS (w/v) 
0,5% Triton X-100 v PBS (v/v) 
1% BSA v PBS (w/v) 
70% glycerol (v/v) s DAPI  
Protilátky ředěné v PBS 
 Použité přístroje 
Fluorescenční mikroskop IX71 
(Olympus) 
 
4.2.2 Práce s DNA a RNA 
4.2.2.1 Agarózová elektroforéza 
Agarózový gel o 2% koncentraci (w/v) byl připraven povařením agarózy v pufru TAE. Poté 
byla do gelu vmíchána fluorescenční barva barvící nukleové kyseliny a gel byl nalit do 
plastového bloku s vloženým hřebenem pro vytvoření jamek. Gel byl ponechán asi 20 minut 
ztuhnout. Poté byl gel přenesen do elektroforetické aparatury a přelit pufrem TAE. Jednotlivé 
vzorky DNA byly smíchány s nanášecí barvou. Poté byly vzorky naneseny do jamek v gelu a 
pro určení velikosti rozdělených fragmentů DNA byl do jedné jamky nanesen standard 
molekulové hmotnosti. Elektroforetické dělení pak probíhalo při intenzitě elektrického pole 






Použité roztoky a chemikálie 
Pufr TAE: 40mM Tris, 20mM kyselina 
octová, 1mM EDTA 
Barva nukleových kyselin: GelRedTM 
Nanášecí barva: 10 x Loading Buffer 
Standard molekulové hmotnosti  
 Použité přístroje 
Elektroforetická aparatura (Cleaver 
Scientific) 
UV transiluminátor InGenius3 
(Syngene) 
 
4.2.2.2 Izolace RNA z buněk 
Z buněk na 6 jamkové desce bylo odsáto médium a pak byly opláchnuty roztokem versenu. 
Poté k nim bylo přidáno 200 µl roztoku trypsinu a deska byla umístěna v inkubátoru při 37 ⁰C 
přibližně 5 minut. Potom byl do jamek přidán 1 ml média DMEM s 10% sérem a buňky byly 
převedeny do mikrozkumavky. Dále byly vzorky centrifugovány na stolní centrifuze (4 min, 
700 g). Supernatant byl odstraněn a z takto připraveného buněčného peletu byla izolována RNA 
s využitím soupravy High Pure RNA Isolation Kit. Se soupravou se pracovalo podle návodu od 
výrobce.  
 
Použité roztoky a média 
Roztok versenu 
Roztok trypsinu 
Médium DMEM s 10% sérem 
 Použité přístroje a komerční soupravy 
Stolní centrifuga Spectrafuge 24D 
(Labnet) 
High Pure RNA Isolation Kit (Roche) 
 
4.2.2.3 Měření koncentrace RNA 
Koncentrace RNA byla stanovena pomocí přístroje Nanodrop. Práce s přístrojem probíhala 
podle přiloženého návodu. 
Použité přístroje 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) 
  
 
4.2.2.4 Přepis RNA do cDNA 
Pro reakci byla využita komerční souprava iScriptTM cDNA Synthesis Kit. Příprava 20 µl 
reakčních směsí a reverzní transkripce proběhly podle návodu poskytnutého výrobcem. Pro 
jednu reakci bylo použito 400 ng RNA. 
 
Použité přístroje a komerční soupravy 
iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Biorad) 





Byla připravena reakční směs o objemu 20 µl.  
Složení reakční směsi:  
o 2 µl 10x koncentrovaného pufru pro Vent polymerázu 
o 0,6 µl 10µM přímého „forward“ primeru  
o 0,6 µl 10µM zpětného „reverse“ primeru 
o 0,4 µl 10 mM dNTP 
o 1 µl cDNA 
o 0,2 µl DNA polymerázy Vent 
o 15,2 µl ddH2O 
Reakční program: 
Krok Počet opakování Teplota Doba trvání 
1 1x 94 ⁰C 3 min  
2a 30x 94 ⁰C 30 s 
2b  56 ⁰C 30 s 
2c  72 ⁰C 20 s 
3 1x 72 ⁰C 5 min 
Stejný postup byl použit i pro gradientovou PCR. Reakční program se lišil pouze v jediném 
kroku – místo teploty nasedání primerů 56 ⁰C byl nastaven teplotní gradient od 56,5 ⁰C do 
64 ⁰C. 
Výsledný produkt byl ověřen elektroforetickým rozdělením na agarózovém gelu. 
 
Použité přístroje 
Termocykler GenePro (Bioer) 
  
 
4.2.2.6 Kvantitativní PCR (qPCR) 
Byla připravena reakční směs o objemu 11 µl. 
Složení reakční směsi: 
o 5 µl 2x koncentrovaný LightCycler® 480 SYBR Green I Master (součástí komerční 
soupravy)  
o 0,3 µl 10µM přímého „forward“ primeru  
o 0,3 µl 10µM zpětného „reverse“ primeru 
o 1 µl cDNA 
o 4,4 µl H2O PCR grade (součástí komerční soupravy)  
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Reakční směs byla přenesena do jamky na desce (Light-Cycler 480 Multiwele Plate 383, 
Roche). Detekce probíhala pomocí přístroje LightCycler® 480 Instrument II. 
Reakční program: 
Krok Počet opakování Teplota Doba trvání 
Preinkubace 1x   
  95 ⁰C 5 min 
Amplifikace 40x   
  95 ⁰C 10 s 
  58 ⁰C 20 s 
  72 ⁰C 30 s 
Křivka tání 1x   
  72 ⁰C 5 min 
  65 ⁰C 1 min 
  97 ⁰C  
Chladnutí 1x   
  37 ⁰C 10 min 
 
Analýza křivky tání a relativní kvantifikace vůči referenčnímu genu byla provedena s využitím 
softwaru LightCycler® 480 Software. 
 
Použité komerční soupravy a přístroje 
LightCycler® 480 Instrument II (Roche)  
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) 
  
 
4.2.3 Práce s proteiny 
4.2.3.1 Měření koncentrace proteinů metodou Bradfordové 
Nejprve byly připraveny kalibrační standardy BSA v PBS. Pro kalibraci byly zvoleny standardy 
o koncentraci 0; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mg/ml.  
Vzorky pro měření koncentrace proteinu byly připraveny tak, že ve zkumavce byl smíchán 1 ml 
činidla Bradfordové s 20 µl standardu nebo experimentálního vzorku vhodně naředěného 
v PBS. Tato směs byla inkubována při pokojové teplotě po dobu 5 minut. Následně byla 
spektrofotometricky změřena absorbance jednotlivých standardů a vzorků při vlnové 
délce 595 nm. Z hodnot absorbance standardů byla vytvořena kalibrační křivka a pomocí 




Činidlo Bradfordové: Coomassie 
Brilliant Blue (0,1 mg/ml), 10% H3PO4 
(v/v), 5% ethanol (v/v) 
PBS 
 Použité přístroje 




4.2.3.2 Příprava buněčného lyzátu 
Z Petriho misky s buňkami bylo odsáto médium a buňky byly opláchnuty pomocí PBS 
vychlazeného na teplotu 4 °C. K buňkám byl přidán 1 ml vychlazeného PBS a miska byla 
umístěna na led. Poté byly buňky seškrabány a převedeny do zkumavky. Buněčná suspenze pak 
byla centrifugována (6 min, 800 g, 4 °C). Supernatant byl odstraněn a pelet byl na ledu 
rozplaven ve 200 µl pufru RIPA s přidaným koktejlem inhibitorů proteáz cOmplete Mini, 
EDTA-free. Směs byla promíchána a inkubována 30 minut na ledu. Poté byla sonikována 
ručním sonikátorem 3 x 10 sekund, přičemž mezi jednotlivými sonikacemi byly vzorky 
chlazeny 30 sekund na ledu. Následně byla směs centrifugována na stolní centrifuze (15 min, 




Pufr RIPA: 50mM Tris-HCl (pH=7,4), 
5mM EDTA, 150mM NaCl, 1% NP-40 
(v/v), 0,5% deoxycholát sodný (w/v), 
0,1% SDS (w/v) 
Koktejl inhibitorů proteáz: 1 tableta 
cOmplete Tablets, Mini EDTA-free 
na 10 ml 
 Použité přístroje: 
Centrifuga Universal 320/320R, rotor 
1619 (Hettich) 
Ruční sonikátor (Hielscher) 
Stolní centrifuga Spectrafuge 24D 
(Labnet) 
 
4.2.3.3 Denaturační polyakrylamidová elektroforéza (SDS-PAGE) 
Byla sestavena aparatura pro přípravu polyakrylamidových gelů a utěsněna. Mezi skla 
aparatury byl nalit 10% gel (asi do 

 výšky skel). Gel pak byl převrstven destilovanou vodou. 
Po polymerizaci gelu (asi po 30 minutách) byla voda z aparatury vylita a mezi skla byl nalit 5% 
zaostřovací gel. Ihned poté byl mezi skla vložen hřeben pro vytvoření jamek a gel byl ponechán 
asi 20 minut ztuhnout. Skla s gely pak byla umístěna do elektroforetické aparatury a zalita 
pufrem pro elektroforézu. 
40 
 
Rozpis pro přípravu 10% a 5% gelu, objemy odpovídají přípravě dvou gelů. 
 10% gel 5% gel 
ddH2O 3,25 ml 4,22 ml 
Směs 29% akrylamid (w/v) 
+ 1% bis-akrylamid (w/v) 
4 ml 1 ml 
1M Tris-HCl (ph = 8,8) 4,5 ml  
1M Tris-HCl (ph = 6,8)  750 µl 
10% SDS (w/v) 120 µl 60 µl 
10% persíran amonný (w/v) 40 µl 40 µl 
TEMED 8,5 µl 10 µl 
 
Jednotlivé vzorky byly smíchány s 5x koncentrovaným pufrem Laemmli v poměru 4 : 1 a poté 
5 minut vařeny při 100 ⁰C. Pak byly naneseny do jamek vytvořených hřebenem. Standard 
molekulové hmotnosti Prestained Molecular Weight Marker byl před nanesením vařen 
1 minutu. Elektroforéza probíhala nejdříve 30 minut při intenzitě elektrického pole 8 V/cm2 a 
poté při intenzitě elektrického pole 10 V/cm2 přibližně 2 hodiny. 
 
Použité roztoky 
Pufr pro elektroforézu: 25mM Tris, 
192mM glycin, 0,01% SDS (w/v) 
Pufr Laemmli (1x): 1% SDS (w/v), 
10mM Tris-HCl (pH = 6,8), 
5% β-merkaptoethanol (v/v), 
10% glycerol (v/v), 
0,001% bromfenolová modř  
Standard molekulové hmotnosti 
 Použité přístroje 
Elektroforetická aparatura a aparatura 
pro přípravu gelů (Hoefer) 
 
4.2.3.4 Barvení polyakrylamidového gelu po SDS-PAGE 
Polyakrylamidový gel byl omyt v destilované vodě (3 x 5 min) a poté hodinu inkubován 
v roztoku barvy GelCodeTM při pokojové teplotě za stálého kývání. Následně byl opláchnut 
destilovanou vodou (3 x 10 min). 
 
Použité roztoky 




4.2.3.5 Western blot 
Po proběhnutí SDS-PAGE byl polyakrylamidový gel vyjmut z aparatury a 10 minut inkubován 
v blotovacím pufru. V blotovacím pufru byla inkubována rovněž nitroceluózová membrána 
(GE Healthcare) (5 min). Poté byl v nádobě s blotovacím pufrem sestaven tzv. blotovací 
sendvič v pořadí: molitan, 4 x filtrační papír, 1 x papír Whatman, polyakrylamidový gel, 
nitroceluózová membrána, 1 x papír Whatman, 4 x filtrační papír a molitan. 
Takto připravený blotovací sendvič byl uzavřen do plastové mřížky, vložen do aparatury pro 
Western blot a zalit blotovacím pufrem vychlazeným na 4 ⁰C. Přenos proteinů na membránu 
probíhal 3 hodiny při 0,8 mA/cm2. Poté bylo přikročeno k imunodetekci proteinů 
imobilizovaných na membráně. 
 
Použité roztoky 
Blotovací pufr: 25mM Tris, 192mM 
glycin, 20% methanol (v/v) 
 Použité přístroje 
Aparatura pro Western blot TE22 
(Amersham Biosciences) 
 
4.2.3.6 Dot blot 
Na nitroceluózovou membránu (GE Healthcare) byly po 1,5 µl nakapány vzorky a membrána 
byla ponechána uschnout. Poté proběhla imunologická detekce proteinů imobilizovaných na 
membráně. 
 
4.2.3.7 Imunologická detekce proteinů imobilizovaných na membráně  
4.2.3.7.1 Navázání protilátek 
První kroky imunologické detekce proteinů imobilizovaných na membráně vedly k vazbě 
primární protilátky na detekovaný protein a následné vazbě se sekundární protilátkou.  
Membrána byla přes noc inkubována v 5% odtučněném mléce při 4 ⁰C. Následně byla hodinu 
inkubována s primární protilátkou ředěnou v 5% mléce. Protilátka byla odmyta třemi 
inkubacemi membrány v PBS + Tween-20 po 10 minutách. Dále byla membrána inkubována 
se sekundární protilátkou ředěnou v 5% mléce po dobu 30 minut. Sekundární protilátka byla 
rovněž odmyta 3 x PBS + Tween-20 po 10 minutách. Kromě první inkubace probíhaly výše 




4.2.3.7.2 Vizualizace signálu vyvoláním na rentgenový film nebo pomocí přístroje 
Amersham Imager 600 
Následně bylo přikročeno k vyvolání signálu. Membrána byla 30 vteřin inkubována v roztocích 
A a B smíchaných v poměru 1 : 1 těsně před vložením membrány.  
Při vyvolávání na rentgenový film byla membrána vložena do průhledné fólie umístěné ve 
vyvolávací kazetě. Na fólii byl poté přiložen rentgenový film (Agfa) po zvolenou dobu 
expozice. (Délka expozice se pohybovala mezi 30 vteřinami a 2 minutami.) Následně byl film 
pro vyvolání signálu ponořen postupně do vývojky a ustalovače. Vyvolání signálu na 
rentgenový film proběhlo v temné komoře. Tato forma vyvolání byla použita pouze u 
obrázku 9, v ostatních případech byl signál vizualizován pomocí přístroje Amersham Imager 
600. Při práci s přístrojem bylo postupováno podle návodu od výrobce. 
 
Použité roztoky 
Roztok A: 0,1M Tris-HCl (pH = 8,5), 
250 mM luminol, 90 mM kyselina 
p-kumarová 
Roztok B: 0,1M Tris-HCl (pH = 8,5), 
0,03% H2O2 (v/v) 
Vývojka 
Ustalovač 
 Použité přístroje 





PBS + Tween-20: PBS s přidaným roztokem Tween-20, finální koncentrace Tween-20 
= 0,1% (v/v) 
5% odtučněné mléko v PBS + Tween-20 (w/v) 




4.2.4 Izolace myšího polyomaviru 
4.2.4.1 Příprava a infekce buněk 
Buňky 3T6 konfluentně narostlé na miskách o průměru 6 cm byly pasážovány v poměru 1 : 6 
na 10 misek o průměru 10 cm. Do několika misek bylo předem vloženo sterilní mikroskopické 
sklíčko o průměru 12 mm, aby bylo možné sledovat průběh infekce. Misky s buňkami byly 
ponechány v inkubátoru pro savčí kultury.  
Následující den, kdy konfluence buněk dosahovala zhruba 40 %, byly buňky infikovány myším 
polyomavirem MOI: 0,1. Misky s buňkami byly 5 dní ponechány v inkubátoru. 2 dny a 4 dny 
po infekci byl průběh infekce ověřen pomocí nepřímého imunofluorescenčního značení 
virového LT antigenu.  
Po 5 dnech byly buňky infikované myším polyomavirem byly nejprve třikrát zmraženy v -80 °C 
a poté opět rozmraženy. Takto bylo zajištěno rozbití buněk. Následně byla suspenze zbytků 
buněk a viru seškrabána z misek a přenesena do 50ml falkon. Poté byla suspenze 
centrifugována (30 min, 8 000 g, 4 °C). Supernatant byl odebrán do sterilní nádoby a 
uchováván ve 4 °C. Sediment byl resuspendován ve 2 ml pufru B a homogenizován ve 
skleněném homogenizátoru. Během homogenizace byl homogenizátor umístěn na ledu.  
K homogenátu byl poté přidán inhibitor proteáz aprotinin a také neuraminidáza. Poté byl 
inkubován přes noc v laboratorní teplotě za pomalého kývání na kývačce. Následující den byla 
suspenze centrifugována (30 min, 8 000 g, 4 °C). Supernatant byl přidán k supernatantu 
z předchozího dne, zatímco pelet byl resuspendován ve 2 ml 10mM Tris-HCl (pH = 9) a 
inkubován 4 hod v laboratorní teplotě za kývání na kývačce. Tato suspenze pak byla opět 
centrifugována (30 min, 8 000 g, 4 °C). Supernatant byl spojen se supernatanty získanými 
při předchozích centrifugacích a pelet byl vyhozen. 
 
Použité roztoky a enzymy 
Pufr B 
10 mM Tris-HCl (pH=9) 
Aprotinin (2 µg/ml) 
Neuraminidáza (0,01 U/ml) 
 Použité přístroje 
Centrifuga 3K30, rotor 19776-H 
(Sigma) 
 
4.2.4.2 Centrifugace přes sacharózový polštář 
Virová suspenze byla následně zahuštěna a přečištěna centrifugací přes 10% sacharózový 
polštář. Supernatant byl rozdělen do tří ultracentrifugačních zkumavek a podvrstven přibližně 
3 ml 10% sacharózy. Zkumavky byly doplněny a vyváženy pufrem B. Poté byly centrifugovány 
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na ultracentrifuze Beckman (rotor SW32, 25 000 RPM, 3 hod, 4 °C). Supernatant byl odstraněn 
a sediment byl přes noc rozplavován v 1 ml pufru B při teplotě 4 °C. Následující den byl 




10% sacharóza v pufru B (w/v) 
 Použité přístroje 
Ultracentrifuga Optima XPN-90, rotor 
SW32 (Beckman) 
 
4.2.4.3 Izopyknická centrifugace v CsCl gradientu 
Homogenní suspenze byla posléze přečištěna centrifugací v CsCl gradientu. Suspenze byla 
spojena s CsCl v hmotnostním poměru 2,5 : 1,2 následujícím způsobem: Do centrifugačních 
zkumavek bylo odváženo 3,79 g CsCl a přidáno 7,9 g virové suspenze. Rozpuštění CsCl bylo 
usnadněno pomalým otáčením zkumavek. Koncentrace CsCl byla poté ověřena změřením 
refraktometrického indexu, který by se měl pohybovat mezi 1,363 – 1,366, což odpovídá 
výsledné hustotě roztoku 1,33 g/ml.  
Směs byla poté převrstvena a vyvážena parafinovým olejem a pak centrifugována na 
ultracentrifuge Beckman (rotor SW41, 35 000 RPM, 20 hod, 18 °C). Vzniklý gradient byl 
pomocí rozebírače frakcí rozdělen do zkumavek po objemu přibližně 500 µl. U všech frakcí byl 
změřen refraktometrický index a proveden imunologický test přítomnosti virového proteinu 
VP1 pomocí metody dot blot. Na základě výsledku těchto testů byly vybrány některé frakce a 
tyto byly spojeny do dvou větších frakcí. Těmi byly frakce nabohacená o plné virové partikule 
(odpovídá refraktometrickému indexu 1,365 – 1,366) a frakce obohacená o prázdné virové 
partikule (odpovídá refraktometrickýmu indexu 1,362 – 1,363).  
 
Použité přístroje: 
Abbé Refraktometr (Opting servis) 
Rozebírač frakcí (Beckman) 





Chlorid cesný byl z virových frakcí odstraněn dialýzou v dialyzačním střevě v přítomnosti 
pufru B. Dialyzační střeva (Serva) byla nejdříve 10 minut vařena ve vroucí destilované vodě. 
Poté do nich byly převedeny virové frakce (virová suspenze byla v membráně dialyzačního 
střeva uzavřena pomocí dialyzačních svorek) a střeva byla vložena do nádoby se dvěma litry 
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vychlazeného pufru B. Dialýza probíhala při 4 °C. Po 30 minutách byl pufr B vyměněn za nový 
a dialýza dále pokračovala přes noc.  
Po dialýze byla virová suspenze znovu zahuštěna centrifugací přes sacharózový polštář 
(kapitola 4.2.4.2). Supernatant byl odstraněn a sediment byl přes noc rozplavován ve 200 µl 
pufru B při teplotě 4 °C. Následující den byl sediment homogenizován na ledu ve skleněném 






4.2.4.5 Určení infekčního titru pomocí imunofluorescence 
Buňky 3T6 byly kultivovány na mikroskopických sklíčkách ve 24 jamkové desce do chvíle, 
kdy jejich konfluence dosahovala přibližně 40 %. Poté byly infikovány myším polyomavirem 
ředěným v médiu DMEM bez séra. Byla testována různá ředění virového inokula: 100x, 1 000x, 
10 000x a 100 000x. 24 hodin po infekci bylo provedeno značení virového proteinu LT pomocí 
nepřímé imunofluorescence. Poté byl pod fluorescenčním mikroskopem BX-60 (Olympus) 
spočítán počet infikovaných buněk. Infekční titr viru byl poté vypočítán podle vzorce: 
Počet infekčních virových částic na 1 ml = ̅ x faktor zvětšení mikroskopu x výchozí ředění 
suspenze x 5 
Kde ̅ = průměrný počet infikovaných jader na zorné pole při daném zvětšení. Faktor zvětšení 
mikroskopu činil 844 pro zvětšení 400 x nebo 211 pro zvětšení 200 x.  
 
4.2.4.6 Hemaglutinační test 
Morčecí krev byla 3 x promyta 0,2% BSA v PBS a po každém promytí centrifugována na 
centrifuze 3K30 (20 min, 850 g, 4 ⁰C). Sediment byl resuspendován 0,2% BSA v PBS. 
Koncentrace krvinek byla zjištěna hematokritem. 30 µl suspenze krvinek bylo přeneseno do 
kapiláry, která byla na obou koncích zatavena. Kapiláry pak byly centrifugovány na centrifuze 
MPW 300 (5 min) a následně byl odečten hematokrit odečten jako procentuální vyjádření výšky 
sloupce PBS k výšce sloupce erytrocytů. Suspenze erytrocytů pak byla naředěna 0,2% BSA 
v PBS na konečnou koncentraci 0,4%. 
Do jamek mikrotitrační destičky s jamkami ve tvaru U bylo napipetováno 50 µl 0,2% BSA 
v PBS. Do jedné jamky bylo naneseno 50 µl vzorku (MPyV nebo VLPs) vhodně naředěného 
v 0,2% BSA v PBS a suspenze byla důkladně promíchána. Vzorek byl dále naředěn dvojkovou 
řadou následujícím způsobem: Z jamky bylo odebráno 50 µl a přeneseno do následující jamky, 
odkud bylo po promíchání opět odebráno 50 µl a přidáno do další jamky. Tento postup byl 
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opakován až do poslední jamky ředící řady (ze které bylo po promíchání 50 µl suspenze 
odstraněno).  
Poté bylo do všech jamek přidáno 50 µl 0,4% suspenze morčecích krvinek a destička byla 
ponechána ve 4 °C. Následující den byl výsledný počet hemaglutinačních jednotek (HAU) ve 
vzorku vypočítán na základě nejvyššího ředění vzorku, kde docházelo k aglutinaci podle vzorce 
 
HAU = ředění vzorku x 2(n + 1), 
 
kde n = počet jamek s pozitivní hemaglutinací.  
Výpočet hemaglutinačního titru byl poté proveden podle vzorce 
 
1 HAU = 1 x 107 virových částic/ml. 
 
Použité roztoky 
0,2% BSA v PBS (w/v) 
0,4% suspenze morčecích krvinek 
v 0,2% BSA v PBS (v/v) 
 Použité přístroje 
Centrifuga 3K30, rotor 19776-H 
(Sigma) 
Centrifuga MPW 300, rotor CM-304 
(Mechanika Precyzyjna) 
 
4.2.4.7 Elektronová mikroskopie a negativní barvení 
Měděná mikroskopická síťka potažená parlodionovou pouhlíkovanou membránou byla nejprve 
inkubována 7 minut na 10µl kapce vzorku. Poté byla 2 x 30 sekund inkubována na 100µl kapce 
ddH2O. Následovaly dvě minutové inkubace na 50µl kapce 2% kyseliny fosfowolframové. Poté 
byla ze síťky pomocí filtračního papíru odsáta přebytečná tekutina a síťka byla ponechána 
uschnout. Pak byly vzorky pozorovány pomocí elektronového mikroskopu. 
 
Použité roztoky 
2% kyselina fosfowolframová (w/v) 
(pH = 7,2) 
 Použité přístroje 
Elektronový mikroskop JEOL JEM 
1200EX 
 
4.2.5 Izolace VP1 VLPs  
Deset misek buněk Sf9 o průměru 10 cm bylo infikováno rekombinantním bakulovirovým 
inokulem VL-VP1. Po infekci byly buňky kultivovány tři dny. Poté byly buňky seškrabány 
pryžovým škrabátkem z povrchu misek a buněčná suspenze byla centrifugována (6 min, 200 g). 
Supernatant byl odstraněn a pelet byl resuspendován v 10 ml PBS. Poté byla suspeze znovu 
centrifugována (6 min, 200 g) a následně byl odstraněn supernatant. Pelet byl resuspendován 
v 10 ml pufru B. Buněčná suspenze v pufru B pak byla na ledu sonikována skříňovým 
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sonikátorem 3 x 30 s při amplitudě 10 µm. Mezi sonikacemi byla suspenze ponechána minutu 
na ledu. V následujících krocích se postup v různých izolacích lišil podle toho, jaký důraz byl 





 Použité přístroje 
Centrifuga Universal 320/320R, rotor 
1619 (Hettich) 
Sonikátor Soniprep 150 (Schoeller) 
 
4.2.5.1 Příprava nekoncentrované suspenze VP1 VLPs 
Po sonikaci byla suspenze centrifugována (15 min, 8 000 g, 4 ⁰C). Pelet byl odstraněn a 
suspernatant byl centrifugován v gradientu CsCl na ultracentrifuze Beckman (rotor SW41, 
35 000 RPM, 20 hod, 18 °C). Po centrifugaci byl v centrifugační zkumavce pozorovatelný 
proužek v místě, kam v gradientu doputovaly VP1 VLPs. Na základě jeho polohy byla 
z centrifugační zkumavky pomocí injekční stříkačky vypíchnuta suspenze s VP1 VLPs o 
objemu asi 1 ml. Následně byl z této suspenze odstraněn CsCl dialýzou. 
Použité metody jsou detailněji rozepsány v kapitolách 4.2.4.3 a 4.2.4.4. 
 
4.2.5.2 Příprava koncentrované suspenze VP1 VLPs 
Po sonikaci byla suspenze centrifugována (15 min, 8 000 g, 4 ⁰C). Pelet byl odstraněn a 
supernatant byl centrifugován v gradientu CsCl na ultracentrifuze Beckman (rotor SW41, 
35 000 RPM, 20 hod, 18 °C). Vzniklý gradient byl rozdělen do frakcí. Vybrané frakce byly 
spojeny na základě refraktometrického indexu a výsledku detekce proteinu VP1 ve frakcích 
pomocí metody dot blot. Z těchto spojených frakcí byl CsCl odstraněn dialýzou a poté byly tyto 
suspenze zakoncentrovány pomocí ultracentrifugace přes sacharózový polštář. Sediment po 
ultracentrifugaci byl rozplaven ve 100 µl pufru B. 
Použité metody jsou detailněji rozepsány v kapitolách 4.2.4.2 – 4.2.4.4. 
 
4.2.6 Izolace VP1/3 VLPs  
4.2.6.1 Transfekce buněk 3T6 metodou nukleofekce 
Konfluentně narostlé buňky 3T6 byly pasážovány v poměru 1:5. Následující den, kdy 
konfluence buněk dosahovala asi 70 %, bylo z buněk odsáto médium a byly opláchnuty 
roztokem versenu. Poté k nim byl přidán roztok trypsinu a misky s buňkami byly inkubovány 
5 minut při 37 ⁰C. Následně bylo k buňkám přidáno médium DMEM s 10% sérem. Buňky byly 
spočítány v počítací komůrce (Assistent) a byla odebrána buněčná suspenze odpovídající 
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4 x 106 buněk. (Celkem bylo připraveno pět transfekčních směsí po 4 x 106 buněk.) Suspenze 
byla centrifugována (6 min, 200 g) při pokojové teplotě. Supernatant byl odstraněn a pelet byl 
resuspendován ve 100 µl nukleofekčního roztoku. Poté byly k suspenzi přidány 3 µg plazmidu 
kódujícího protein MPyV VP1 a 3 µg plazmidu kódujícího virový protein VP3. Směs byla 
promíchána a přenesena do elektroporační kyvety (2,5 mm, Lonza). Kyveta byla vložena do 
elektroporátoru a do buněk byl aplikován elektrický pulz. Pro transfekci buněk 3T6 byl použit 
program T-030. Ihned po aplikaci pulzu bylo k buňkám přidáno 500 µl média RPMI-1640. 
Buněčná suspenze pak byla přenesena do mikrozkumavky a inkubována 15 minut při 37 ⁰C. 
Poté byla opatrně resuspendována a přidána na misky o průměru 10 cm s médiem DMEM 
s 10% sérem. Do několika z těchto misek bylo předem vloženo sterilní mikroskopické sklíčko 
o průměru 12 mm, aby bylo možné sledovat produkci proteinů. Po pěti hodinách bylo médium 





Médium DMEM s 10% sérem 
Médium RPMI-1640 
Nukleofekční roztok NucleofectorTM 
Solution V (součástí komerční 
soupravy) 
 Použité přístroje a komerční soupravy 
Cell Line Nucleofector® Kit V 
Centrifuga Universal 320/320R, rotor 
1619 (Hettich) 





4.2.6.2 Izolace viru podobných částic 
Kultivace buněk po transfekci pokračovala 3 dny. Poté byly buňky 3 x zmraženy v -80 ⁰C a 
opět rozmraženy. Od tohoto kroku probíhala izolace VP1/3 VLPs stejným postupem jako 
izolace myšího polyomaviru (po rozbití infikovaných buněk rozmrazováním). Postup je 
rozepsán v kapitolách 4.2.4.1 – 4.2.4.4. 
 
4.2.7 ELISA 
Metoda ELISA byla využita ke sledování produkce cytokinu IL-6 buňkami myších fibroblastů.  
Do jamek Maxisorp Nunc-Immuno 96 jamkové destičky (Thermo Scientific) bylo naneseno 
50 µl monoklonální protilátky MT26B2. Následovala inkubace přes noc při 4 ⁰C. Následující 
den byly jamky nejprve promyty PBS 2 x 200 µl. Poté bylo do všech jamek přidáno 50 µl 
inkubačního pufru a destička byla inkubována 1 hodinu. Pak byly jamky promyty PBS + 
Tween-20 5 x 200 µl. Následně bylo do jamek naneseno 50 µl testovaného vzorku (média) nebo 
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standardu IL-6. Pro standard byla připravena ředící řada o koncentracích standardu 31,25; 62,5; 
125; 250; 500; 1 000 a 2 000 pg/ml. Se vzorky a standardy byla deska inkubována 2 hodiny. 
Poté byly jamky opět promyty PBS + Tween-20 5 x 200 µl a bylo do nich přidáno 50 µl 
monoklonální protilátky 32C11 konjugované s biotinem (32C11-biotin). Následně bylo 
zopakováno promytí PBS + Tween-20 5 x 200 µl. Poté bylo do jamek naneseno 50 µl 
streptavidinu konjugovaného s křenovou polymerázou (streptavidin-HRP). Po hodinové 
inkubaci byly jamky znovu promyty PBS + Tween-20 5 x 200 µl. S výjimkou první inkubace 
probíhající přes noc byly všechny kroky prováděny při pokojové teplotě. 
Po posledním promytí bylo do jamek přidáno 50 µl substrátu TMB. Po 15 minutové inkubaci 
byla zastavena probíhající reakce přidáním 50 µl 0,2M kyseliny sírové. Poté byla změřena 
absorbance jednotlivých vzorků při vlnové délce 450 nm pomocí přístroje ELISA reader.  
 
Použité roztoky a protilátky 
PBS 
PBS + Tween-20: PBS 
s přidaným roztokem Tween-20, finální 
koncentrace Tween-20 = 0,05% (v/v) 
Inkubační pufr: 0,1% BSA v PBS + 
Tween-20 (w/v) 
MT26B2* (1 µg/ml, ředěno v PBS) 
IL-6 standard* (ředěno v inkubačním 
pufru) 
32C11-biotin* (1 µg/ml, ředěno 
v inkubačním pufru) 
Streptavidin-HRP* (ředěno 
v inkubačním pufru 1 000 x) 
Substrát TMB* 
0,2M Kyselina sírová 
*Součástí komerční soupravy 
 Použité přístroje a komerční soupravy 
Mouse IL-6 ELISA development kit 
TMB substrate reagent set 






Před zahájením vlastních pokusů bylo nejprve nutné připravit materiál potřebný pro provedení 
experimentů. Proto byl nejprve pomnožen a izolován myší polyomavirus, a také připraveny 
viru podobné částice tvořené virovým proteinem VP1 (VP1 VLPs) a viru podobné částice 
tvořené virovými proteiny VP1 a VP3 (VP1/3 VLPs). 
 
5.1 Izolace MPyV 
Pro pomnožení myšího polyomaviru byly virem infikovány buňky 3T6 na deseti miskách o 
průměru 10 cm. Buňky byly infikovány nízkou multiplicitou (MOI: 0,1) tak, aby došlo 
k postupné infekci buněk na miskách během několika dní. Průběh infekce byl kontrolován: Do 
některých misek byla předem vložena mikroskopická sklíčka. Dva dny a čtyři dny po infekci 
bylo sklíčko z jedné misky odebráno a bylo provedeno značení virového antigenu LT pomocí 
nepřímé imunofluorescence. Tato metoda umožňuje určit, zda je pozorovaná buňka infikována 
MPyV. Pozorování pod fluorescenčním mikroskopem ukázalo, že dva dny po infekci bylo 
virem infikováno přibližně 30 % buněk, zatímco čtyři dny po infekci asi 90 % buněk 
(Obrázek 8). Během infekce byl také pod světelným mikroskopem pozorován narůstající 
cytopatický efekt.  
 
 
Obrázek 8: Průběh infekce buněk 3T6 myším polyomavirem 
Buňky 3T6 byly infikovány MPyV (MOI: 0,1). Jádro je zviditelněno modře pomocí DAPI. Protein LT 
myšího polyomaviru je značen zeleně pomocí kombinace primární protilátky RatαLT1 a sekundární 






Infekce byla ukončena po pěti dnech. Z infikovaných buněk a média byl izolován virus 
centrifugací přes 10% sacharózový polštář a následně centrifugací v gradientu chloridu 
cesného. Gradienty chloridu cesného byly rozděleny do frakcí a metodou dot blot byla ověřena 
přítomnost virového proteinu VP1 v jednotlivých frakcích (Obrázek 9). U všech frakcí byl také 
změřen refraktometrický index a na základě těchto dvou testů byly vybrané frakce (barevně 
zvýrazněno v tabulce 1) spojeny do frakce obohacené o plné virové částice (frakce II) a frakce 
obohacené o prázdné částice (frakce III). Obě virové suspenze byly zkoncentrovány 
centrifugací přes 10% sacharózový polštář a rozplaveny ve 200 µl pufru B. 
 
 
Obrázek 9: Ověření přítomnosti proteinu VP1 v jednotlivých frakcích gradientu CsCl 
Dot blot frakcí dvou CsCl gradientů. Byla použita primární protilátka proti proteinu VP1 MαVP1-A5 a 
sekundární protilátka GαM-HRP. Jednotlivé frakce byly očíslovány. Dva gradienty jsou od sebe 
odlišeny písmeny a a b.  
 
Získané virové suspenze byly charakterizovány stanovením infekčního a hemaglutinačního 
titru (Tabulka 2). Infekční titr viru – tedy množství infekčních virových částic na 1 ml virové 
suspenze – byl určen imunologickou detekcí virového proteinu LT 24 hodin po infekci. 
Hemaglutinační titr udává přibližnou koncentraci veškerých virových částic. Byl stanoven 
pomocí hemaglutinačního testu, který využívá schopnost proteinu VP1 vázat kyselinu sialovou 
na povrchu morčecích červených krvinek. Díky této interakci nastává v přítomnosti 
kapsidových struktur k zesíťování krvinek, a proto nedochází k jejich aglutinaci na dnu jamky. 










Tabulka 1: Refraktometrické indexy jednotlivých frakcí CsCl gradientů 
Refraktometrické indexy jednotlivých virových frakcí (dva gradienty jsou od sebe odlišeny písmeny a 
a b) a frakcí kontroly (gradient kontrola). Žlutě vyznačené frakce byly spojeny do frakce obohacené o 
plné virové částice označené jako II. frakce a oranžově vyznačené frakce byly spojeny do frakce 
obohacené o prázdné virové částice označené jako III. frakce. Šedě označené frakce byly spojeny do 


































Gradient a Gradient b Gradient kontrola 
1 1,373 1,374 1,378 
2 1,373 1,373 1,375 
3 1,372 1,370 1,371 
4 1,370 1,368 1,369 
5 1,369 1,367 1,368 
6 1,368 1,367 1,367 
7 1,367 1,366 1,366 
8 1,367 1,366 1,366 
9 1,366 1,365 1,365 
10 1,366 1,365 1,365 
11 1,365 1,364 1,364 
12 1,365 1,364 1,364 
13 1,364 1,364 1,363 
14 1,364 1,363 1,363 
15 1,364 1,363 1,362 
16 1,363 1,362 1,362 
17 1,363 1,362 1,361 
18 1,362 1,361 1,360 
19 1,362 1,360 1,359 
20 1,361 1,359 1,358 
21 1,360 1,358  
22 1,359 1,358  
23 1,358   
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Pro ověření kvality izolace byly virové suspenze analyzovány také elektronovou mikroskopií 
metodou negativního barvení (Obrázek 10). Analýza potvrdila, že II. frakce obsahuje primárně 
plné virové částice, zatímco ve III. frakci jsou obsaženy zejména prázdné částice. Ve III. frakci 
bylo rovněž pozorováno i větší množství proteinů nesložených do částic. 
 
 
Obrázek 10: Částice myšího polyomaviru 
Elektronová mikroskopie částic myšího polyomaviru ve II. a III. frakci. Virové částice byly 
vizualizovány pomocí negativního barvení. 
 
Paralelně byly připraveny také vzorky, které byly v experimentech využívány jako kontrola 
k virové infekci. Kontrolní vzorky byly připraveny z 5 misek buněk 3T6 (které nebyly 
infikovány MPyV) stejným způsobem, jakým proběhla izolace viru. Vzorky byly 
centrifugovány přes 10% sacharózový polštář a následně v gradientu CsCl. Ten byl rovněž 
rozdělen do frakcí a z těchto byly vybrané frakce spojeny do dvou vzorků na základě 
refraktometrického indexu (barevně zvýrazněno v tabulce 1). Poté byly tyto dvě frakce 
(označené jako MII a MIII) centrifugovány přes 10% sacharózový polštář. V pozdějších 
experimentech byly kontrolní vzorky, ke kterým byla některá z těchto suspenzí přidána místo 
viru, označovány jako „kontrola MOCK“. Připravený virus i kontrolní vzorky pak byly 
 Frakce II Frakce III 
Infekční titr [infekční částice/ml] 1,2 x 109 5,8 x 108 
Hemaglutinační titr [částice/ml] 3,3 x 1013 1,6 x 1012 
54 
 
analyzovány pomocí SDS-PAGE (Obrázek 11). V obou frakcích myšího polyomaviru 
představoval nejsilnější signál proužek odpovídající svou mobilitou strukturnímu proteinu VP1. 
 
 
Obrázek 11: Analýza získaných inokul MPyV a kontrolních vzorků pomocí SDS-PAGE 
Získané frakce MPyV a kontroly (MII a MIII) byly analyzovány denaturační polyakryamidovou 
elektroforézou. Na SDS-PAGE byl nanesen 1 µg vzorků. Proteiny byly zviditelněny barvou GelCodeTM. 
V posledním sloupci se nachází standard molekulové hmotnosti Prestained Molecular Weight Marker 





5.2 Izolace VP1 VLPs 
Deset misek buněk Sf9 o průměru 10 cm bylo infikováno rekombinantním bakulovirem 
VL-VP1 kódujícím protein VP1 (10 PFU na buňku). Po třech dnech byly z hmyzích buněk 
izolovány virům podobné částice. VP1 VLPs byly z infikovaného buněčného materiálu 
izolovány centrifugací v gradientu CsCl. Po centrifugaci byl v centrifugační zkumavce 
viditelný proužek v místě, kam v gradientu doputovaly VP1 VLPs. Na základě polohy tohoto 
proužku byla z centrifugační zkumavky injekční stříkačkou vypíchnuta suspenze 
obsahující viru podobné částice. Poté byl z této suspenze odstraněn CsCl dialýzou. Takto 
získaná suspenze byla označena VP1 VLPs. Přítomnost proteinu VP1 ve vzorku byla prokázána 
imunologickou detekcí (Obrázek 12). Hemaglutinačním testem byl určen hemaglutinační titr 
suspenze (Tabulka 3). Získané VLPs byly dále analyzovány pomocí SDS-PAGE (Obrázek 13) 
a také elektronovou mikroskopií (Obrázek 14). Elektronová mikroskopie odhalila, že kromě 
viru podobných částic obsahuje vzorek také velké množství pentamer a dalších komplexů VP1 
nesložených do částic.  
 
Obrázek 12: Imunologická detekce proteinu VP1 po izolaci VP1 VLPs 
Přítomnost proteinu VP1 v lyzátu připraveném z buněk Sf9 infikovaných rekombinantním bakulovirem 
VL-VP1 (označeno VP1 lyzát Sf9) a v připraveném inokulu VP1 VLPs byla prokázána metodami SDS-
PAGE a Western blot s následnou imunodetekcí proteinu imobilizovaného na membráně. Jako negativní 
kontrola (NK) byl použit lyzát buněk Sf9. 
Na SDS-PAGE bylo naneseno 10 µg buněčných lyzátů a 10 ng VP1 VLPs. Protein VP1 byl označen 
pomocí primární protilátky MαVP1 a sekundární protilátky GαM-HRP. 
 




 VP1 VLPs 




Obrázek 13: Analýza izolovaných VP1 VLPs pomocí SDS-PAGE 
Po izolaci byly VP1 VLPs analyzovány rozdělením na akrylamidovém gelu pomocí SDS-PAGE. Na gel 
bylo naneseno 5 µg vzorku. Proteiny byly zviditelněny barvou GelCodeTM. 
Vyznačen je proužek odpovídající svou mobilitou strukturnímu proteinu VP1. 
V posledním sloupci se nachází standard molekulové hmotnosti Prestained Molecular Weight Marker 
(M.W. 26 600 – 180 000 D). 
 
 
Obrázek 14: Izolované VP1 VLPs 
Elektronová mikroskopie izolovaných VLPs tvořených proteinem VP1. Negativní barvení.  
 
Při experimentální práci s takto připravenými VP1 VLPs bylo zjištěno, že v získané suspenzi 
nejsou částice pro některé pokusy dostatečně koncentrované (kapitola 5.4.4). Pro přípravu 




Deset misek buněk Sf9 o průměru 10 cm bylo infikováno rekombinantním bakulovirem 
VL-VP1 (10 PFU na buňku). VP1 VLPs byly z infikovaných buněk izolovány tři dny po infekci 
centrifugací přes 10% sacharózový polštář a následně centrifugací v gradientu chloridu 
cesného. Gradienty CsCl byly rozděleny do frakcí. Přítomnost VP1 proteinu ve frakcích byla 
ověřena imunodetekcí pomocí metody dot blot (Obrázek 15).  
 
 
Obrázek 15: Ověření přítomnosti proteinu VP1 ve frakcích gradientu chloridu cesného 
Dot blot. Přítomnost proteinu VP1 myšího polyomaviru ve frakcích dvou CsCl gradientů byla 
detekována primární protilátkou proti proteinu VP1 MαVP1-A5 a sekundární protilátkou GαM-HRP. 
Jednotlivé frakce byly očíslovány. Dva gradienty jsou od sebe odlišeny písmeny c a d. 
 
Také byl změřen refraktometrický index jednotlivých frakcí (Tabulka 4). Podle výsledku těchto 
dvou testů byly vybrané frakce spojeny do frakce obohacené o plné částice (označena VP1 
VLPs II. frakce) a frakce obohacené o prázdné částice (VP1 VLPs III. frakce). Spojení frakcí 





Tabulka 4: Refraktometrické indexy jednotlivých frakcí CsCl gradientů 
Byly změřeny refraktometrické indexy jednotlivých frakcí CsCl gradientů obsahujících VLPs (dva 
gradienty jsou od sebe odlišeny písmeny c a d) a frakcí kontroly (gradient kontrola Sf9). Modře 
vyznačené frakce byly spojeny do frakce obohacené o plné částice označené jako „VP1 VLPs II. frakce“ 
a zeleně vyznačené frakce byly spojeny do frakce obohacené o prázdné částice označené jako „VP1 
VLPs III. frakce“. Šedivě označené frakce byly spojeny do kontrolního vzorku MII Sf9 a fialově 



























Přítomnost proteinu VP1 v získaných suspenzích VP1 VLPs byla ověřena imunodetekcí 
(Obrázek 16). VLPs byly dále charakterizovány hemaglutinačním testem (Tabulka 5) a také 
Číslo frakce 
Refraktometrický index 
Gradient c Gradient d Gradient kontrola Sf9 
    
1 1,374 1,372 1,377 
2 1,373 1,370 1,373 
3 1,371 1,369 1,370 
4 1,369 1,368 1,368 
5 1,369 1,367 1,367 
6 1,368 1,366 1,367 
7 1,367 1,366 1,366 
8 1,367 1,365 1,366 
9 1,366 1,365 1,365 
10 1,366 1,364 1,365 
11 1,365 1,364 1,365 
12 1,365 1,363 1,364 
13 1,364 1,362 1,364 
14 1,364 1,361 1,363 
15 1,363 1,360 1,362 
16 1,363 1,359 1,362 
17 1,362 1,359 1,361 
18 1,361  1,360 
19 1,360  1,360 
20 1,359   
21 1,358   
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elektronovou mikroskopií (Obrázek 17). Ve II. i III. frakci VP1 VLPs byly obsaženy prázdné a 
plné VLPs. III. frakce obsahovala i proteiny složené do tubulárních útvarů.  
Během této druhé izolace VP1 VLPs byly připraveny také vzorky používané jako kontrola 
k VP1 VLPs. Tyto kontrolní vzorky byly připraveny z buněk Sf9 konfluentně narostlých na pěti 
miskách o průměru 10 cm stejným způsobem, jakým probíhala druhá izolace VLPs. Po 
rozdělení v gradientu CsCl byly vyčleněny 2 kontrolní frakce (barevně zvýrazněno v tabulce 4) 
označené jako MII Sf9 a MIII Sf9. Získané frakce VP1 VLPs i kontroly byly analyzovány 
pomocí SDS-PAGE (Obrázek 18). 
 
 
Obrázek 16: Imunologická detekce proteinu VP1 v jednotlivých frakcích VP1 VLPs 
Přítomnost proteinu VP1 v získaných frakcích VP1 VLPs byla prokázána kombinací metod SDS-PAGE 
a Western blot s následnou imunodetekcí proteinu imobilizovaného na membráně. Ve frakcích kontroly 
(MII Sf9 a MIII Sf9) protein VP1 nebyl detekován. 
Na SDS-PAGE bylo naneseno 10 ng frakcí VP1 VLPs. Kontrolní vzorky byly na SDS-PAGE přidány 
v maximálním možném objemu – v obou případech nanesený kontrolní vzorek obsahoval 1 µg proteinů. 
Protein VP1 byl označen pomocí primární protilátky MαVP1 a sekundární protilátky GαM-HRP. 
 
Tabulka 5: Hemaglutinační titr VP1 VLPs – II. a III. frakce 
 
 
 VP1 VLPs II. frakce VP1 VLPs III. frakce 




Obrázek 17: Izolované VP1 VLPs 
Elektronová mikroskopie II. a III. frakce izolace VP1 VLPs. Negativní barvení.  
 
 
Obrázek 18: Analýza II. a III. frakce VP1 VLPs pomocí SDS-PAGE 
Frakce VP1 VLPs a kontrol (MII Sf9 a MIII Sf9) byly analyzovány pomocí SDS-PAGE. Na gel byl 
nanesen 1 µg získaných vzorků. Proteiny byly obarveny barvou GelCodeTM. 
Šipkou je označen proužek odpovídající svou mobilitou strukturnímu proteinu VP1. 





5.3 Izolace VP1/3 VLPs z buněk 3T6 
Zatímco k pomnožení MPyV jsou využívány myší buňky, při přípravě VLPs může být použita 
celá řada expresních systémů. Protože viru podobné částice mohou obsahovat části hostitelské 
DNA a s jejich povrchem mohou interagovat různé hostitelské proteiny, VLPs produkované 
v různých expresních systémech se od sebe v některých ohledech liší. Stejně tak tyto částice 
mohou vázat jiné buněčné složky než infekční viriony. 
Savčí buňky ovšem při přípravě polymavirových VLPs zpravidla nejsou využívány. Hlavním 
důvodem je skutečnost, že ve srovnání s jinými dostupnými expresními systémy poskytují 
výrazně nižší výtěžky (Přehledně zpracováno v Teunissen et al., 2013).  
Při přípravě částic podobných MPyV v savčích buňkách je potřeba zohlednit také skutečnost, 
že samostatně produkovaný protein VP1 se v savčích buňkách nachází zejména v cytoplazmě 
(Horníková et al., 2017). Pro skládání VLPs je ovšem nezbytný jeho transport do jádra. Ze 
savčích buněk tak lze VLPs izolovat, pokud je v buňkách kromě proteinu VP1 produkován také 
alespoň jeden ze dvou minoritních kapsidových proteinů, který zajistí jaderný import VP1 
(Tolstov et al., 2009). 
Pro izolaci VLPs z myších fibroblastů jsme se proto rozhodli připravit částice tvořené 
proteinem VP1 a minoritním virovým proteinem VP3.  
Buňky 3T6 byly kultivovány do chvíle, kdy jejich konfluence dosahovala přibližně 70 %. Poté 
byly do těchto buněk transfekcí (metodou nukleofekce) vpraveny vektory kódující virový 
protein VP1 (plazmid pwP) a VP3 (plazmid ph3p).  
Pro ověření úspěšnosti transfekce byla do misek, na kterých byly buňky po transfekci 
kultivovány, předem vložena mikroskopická sklíčka, na kterých byla 24 hodin po transfekci 
provedena imunologická značení proteinů VP1 a VP3 (Obrázek 19). (Proteiny byly značeny 
samostatně – na různých sklíčkách.) Takto bylo ověřeno, že v buňkách skutečně dochází 
k tvorbě virových proteinů. Oba proteiny byly pozorovány zejména v jádrech buněk. Společná 




Obrázek 19: Produkce proteinů VP1 a VP3 po transfekci buněk 3T6 
Buňky 3T6 byly fixovány 24 hodin po transfekci plazmidy pwP a ph3p. Jádro je obarveno modře pomocí 
DAPI. Vlevo je červeně značený protein VP1 myšího polyomaviru kombinací primární protilátky 
MαVP1-A5 a sekundární protilátky GαM-Cy3. Vpravo je červeně značen protein VP3 myšího 
polyomaviru kombinací primární protilátky MαVP2/3-1A2 a sekundární protilátky GαM-Cy3.  
 
Tři dny po transfekci byly z buněk a média (z 5 misek o průměru 10 cm) izolovány VP1/3 
VLPs. Částice byly izolovány stejným postupem jako MPyV, centrifugací přes 10% 
sacharózový polštář a následnou centrifugací v gradientu chloridu cesného. Gradient pak byl 
rozdělen do frakcí a přítomnost proteinu VP1 v jednotlivých frakcích byla ověřena metodou 
dot blot (Obrázek 20). Dále byl u frakcí změřen refraktometrický index (Tabulka 6). Na základě 
těchto testů byly vybrané frakce spojeny do frakce obohacené o plné částice (VP1/3 VLPs II. 
frakce) a frakce obohacené o prázdné částice (VP1/3 VLPs III. frakce). Spojení frakcí je 




Obrázek 20: Ověření přítomnosti proteinu VP1 ve frakcích gradientu chloridu cesného 
Gradient (označen písmenem e) byl rozdělen do frakcí a přítomnost proteinu VP1 myšího polyomaviru 
ve frakcích byla ověřena metodou dot blot. Jednotlivé frakce byly očíslovány.  




Tabulka 6: Refraktometrické indexy frakcí gradientu CsCl 
U frakcí CsCl gradientu obsahujícího VP1/3 VLPs byly změřeny refraktometrické indexy. Červeně 
vyznačené frakce byly spojeny do frakce obohacené o plné částice označené jako „VP1/3 VLPs II. 
frakce“ a hnědě vyznačené frakce byly spojeny do frakce obohacené o prázdné částice označené jako 
„VP1/3 VLPs III. frakce“.  
Číslo frakce 1 2 3 4 5 6 7 8 
Refraktometrický 
index 
1,370 1,371 1,371 1,369 1,368 1,367 1,366 1,366 
Číslo frakce 9 10 11 12 13 14 15 16 
Refraktometrický 
index 
1,365 1,366 1,365 1,365 1,364 1,364 1,364 1,363 
Číslo frakce 17 18 19 20 21    
Refraktometrický 
index 
1,363 1,362 1,362 1,361 1,360    
 
Imunodetekcí byla v získaných suspenzích VP1/3 VLPs ověřena přítomnost virového proteinu 
VP1 (Obrázek 21).  
 
Obrázek 21: Imunologická detekce proteinu VP1 po izolaci VP1/3 VLPs 
Přítomnost proteinu VP1 v získaných suspenzích VP1/3 VLPs byla prokázána kombinací metod 
SDS-PAGE a Western blot s následnou imunodetekcí proteinu imobilizovaného na membráně. Jako 
negativní kontrola (NK) byl použit lyzát buněk 3T6. 
Na SDS-PAGE bylo naneseno 10 µg buněčného lyzátu a 10 ng II. a III. frakce VP1/VP3 VLPs. Protein 





VLPs byly dále charakterizovány hemaglutinačním testem (Tabulka 7) a SDS-PAGE 
(Obrázek 22). Přítomnost částic ve vzorku byla prokázána také pomocí elektronové 
mikroskopie (Obrázek 23). Ve II. i III. frakci byly obsaženy prázdné i plné VP1/3 VLPs. V obou 
frakcích byla pozorována i přítomnost proteinů nesložených do částic a také tubulární částice. 
 






Obrázek 22: Analýza VP1/3 VLPs na SDS-PAGE 
Na SDS-PAGE byl nanesen 1 µg vzorků. Proteiny byly obarveny GelCodeTM. 
Vyznačen je proužek odpovídající proteinu VP1. 
V posledním sloupci se nachází standard molekulové hmotnosti Black Protein Ladder. 
 
 VP1/3 VLPs II. frakce VP1/3 VLPs III. frakce 




Obrázek 23: Elektronová mikroskopie izolovaných VP1/3 VLPs 




5.4 Interakce MPyV s Toll-like receptory  
Pro studium interakce myšího polyomaviru a Toll-like receptorů jsme zvolili buňky myších 
embryonálních fibroblastů. Myší polyomavirus je schopen buňky MEF infikovat a úspěšně 
v nich dokončit svůj replikační cyklus. Buňky MEF také účinně odpovídají na aktivaci TLRs a 
probíhá v nich signalizace z TLR4 i TLR9 (Kurt-Jones et al., 2004). 
 
5.4.1 Ověření aktivace signalizace z TLR4 a TLR9 pomocí metody ELISA 
Pro stanovení signalizace z TLRs jsme se rozhodli metodou ELISA měřit koncentraci IL-6. 
IL-6 je prozánětlivý cytokin, k jehož produkci dochází po aktivaci TLR signalizace (Shrnuto v 
Takeuchi & Akira, 2010). 
Pro ověření, zda je možné tímto způsobem sledovat aktivaci signalizace z TLR4 a TLR9, byla 
nejprve testována odpověď buněk MEF na aktivátory signalizace z těchto receptorů. Pro 
aktivaci signalizace z TLR4 byl zvolen lipopolysacharid z E-coli a pro aktivaci TLR9 byl 
použit aktivátor ODN 1668. ODN 1668 označuje syntetické oligodeoxynukleotidy, které 
obsahují fosforothiotátovou kostru a sekvenční CpG motiv stimulující signalizaci z TLR9 (Heit 
et al., 2004; shrnuto v Krieg, 1999).  
Synchronizované buňky MEF byly kultivovány na 96 jamkové desce v médiu s 0,5% sérem 
s přidaným LPS (c=100 ng/ml) nebo s ODN 1668 (2,5µM). Po 24 hodinách bylo odebráno 
médium z buněk a byla stanovena koncentrace cytokinu IL-6 v médiu (Obrázek 24). V médiu 
odebraném z buněk, které byly stimulovány pomocí LPS, byla zjištěna přítomnost IL-6. Oproti 
tomu ve vzorcích, které byly kultivovány pouze v médiu s 0,5% sérem (negativní kontrola) 






Obrázek 24: LPS stimuluje produkci IL-6 buňkami MEF 
Synchronizované buňky MEF byly kultivovány v přítomnosti aktivátoru signalizace z TLR4 (LPS) nebo 
TLR9 (ODN 1668). Po 24 hodinách byla změřena koncentrace IL-6 v médiu metodou ELISA. Negativní 
kontrolu (NK) přestavují buňky kultivované pouze v médiu s 0,5% sérem. ND = odpověď nebyla 
detekována. 
V grafu jsou vyneseny hodnoty získané z biologických duplikátů. Prezentovaná data představují jeden 
ze dvou nezávislých experimentů. I ve druhém provedeném experimentu byla detekována odpověď 
pouze po stimulaci LPS. 
 
5.4.2 Odpověď buněk MEF na myší polyomavirus 
Následně jsme zjišťovali, zda buňky MEF odpovídají také na MPyV. Synchronizované buňky 
MEF na 96 jamkové desce byly infikovány MPyV (MOI: 1; 5 a 10) a 24 hodin po infekci byla 
metodou ELISA zjištěna koncentrace IL-6 v médiu odebraném z buněk (Obrázek 25). Jako 
„kontrola MOCK“ k infekci MPyV byly buňky stimulovány preparacemi MII nebo MIII, které 
byly přidány do média s 0,5% sérem ve stejném objemu, jako virové inokulum k buňkám 
infikovaným multiplicitou infekce 10. Při analýze získaných výsledků (Obrázek 25), byl 
pozorován trend, kdy buňky MEF odpovídají na MPyV produkcí IL-6 a tato odpověď závisí na 
množství přidaného viru. U buněk stimulovaných MII nebo MIII nebyla metodou ELISA 




















Obrázek 25: Buňky MEF odpovídají na MPyV produkcí IL-6 
Synchronizované buňky MEF byly infikovány MPyV o různých multiplicitách infekce. 24 hodin po 
infekci byla změřena koncentrace IL-6 v médiu metodou ELISA. Negativní kontrolu (NK) představují 
synchronizované buňky MEF. Jako pozitivní kontrola byla měřena přítomnost IL-6 v médiu buněk 
stimulovaných LPS (100 ng/ml). Jako kontrola MOCK k infekci MPyV byly buňky stimulovány izolací 
MII nebo MIII. 
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota z triplikátů ± směrodatná odchylka. Dva nezávislé 
experimenty jsou od sebe odlišeny šrafováním.  
 
V minulosti bylo popsáno, že produkce cytokinů buňkami myších makrofágů jako odpověď na 
MPyV je zprostředkována TLR4 (Velupillai et al., 2012). Po zjištění, že buňky MEF odpovídají 
na infekci MPyV produkcí IL-6, jsme se rozhodli ověřit možnou roli TLR4 v této odpovědi. 
Proto jsme testovali, zda produkci IL-6 buňkami MEF po infekci MPyV ovlivní inhibice 
signalizace z TLR4. K inhibici TLR4 signalizace byly používány dva přístupy. Prvním byla 
inkubace buněk s antagonistou TLR4 LPS-RS. LPS-RS označuje lipopolysacharid izolovaný 
z bakterie Rhodobacter sphaeroides. Druhým používaným způsobem inhibice TLR4 
signalizace byla inhibice pomocí CLI-095. Inhibitor CLI-095 je molekula selektivně inhibující 
intracelulární signalizaci vedoucí k produkci cytokinů po aktivaci TLR4 (Ii et al., 2006).  
Buňky MEF narostlé na 96 jamkové desce byly synchronizovány a následně inkubovány 
v médiu s 0,5% sérem případně v médiu s 0,5% sérem s přidaným LPS-RS (10 µg/ml), nebo 
CLI-095 (1 µM). Po 1 hodině byly buňky infikovány MPyV (MOI: 10) (Obrázek 26A). Z buněk 
bylo odebráno médium 24 hodin po infekci a koncentrace IL-6 byla zjištěna metodou ELISA 
(Obrázek 26B).  
Po infekci buněk MEF MPyV byl v buněčném médiu detekován IL-6. Pokud ovšem infekce 
probíhala v přítomnosti inhibitoru nebo antagonisty TLR4, nepřekročila koncentrace IL-6 
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Pro ověření účinku LPS-RS a CLI-095 byla testována jejich schopnost ovlivnit produkci IL-6 
po stimulaci buněk MEF LPS. Po stimulaci buněk pomocí LPS v přítomnosti inhibitoru byl 
v médiu stále detekován IL-6, ale v nižší koncentraci než v kontrole bez inhibice 
(Obrázek 26B).  
 
 
Obrázek 26: Inhibice TLR4 ruší odpověď buněk MEF na MPyV 
A: Schéma experimentu inhibice TLR4 během infekce MPyV B: Synchronizované buňky MEF byly 
hodinu kultivovány v přítomnosti LPS-RS (10 µg/ml) nebo CLI-095 (1µM). Kontrolní buňky byly 
inkubovány pouze v médiu DMEM s 0,5% sérem. Poté byly buňky infikovány MPyV (II. frakce, 
MOI: 10) nebo stimulovány přidáním LPS do média (100 ng/ml). Koncentrace IL-6 v médiu byla 
zjištěna metodou ELISA 24 hodin po infekci. Negativní kontrolu (NK) představují synchronizované 
buňky MEF. Jako kontrola MOCK byly buňky stimulovány přidáním MII do média: přidán byl stejný 
objem frakce MII jako II. frakce MPyV k infikovaným buňkám. 
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota z triplikátů ± směrodatná odchylka. Prezentovaná data 
představují jeden ze dvou nezávislých experimentů. V obou provedených experimentech vedlo použití 
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5.4.3 Vliv TLR4 na infekci MPyV 
Skutečnost, že po inhibici signalizace z TLR4 nebyla nadále detekována odpověď na infekci 
MPyV, naznačila, že tento receptor hraje roli v odpovědi buněk MEF na MPyV. Dále jsme 
testovali dopad aktivace TLR4 na infekci MPyV.  
Abychom zjistili, zda signalizace z TLR4 ovlivňuje virovou infekci, jsme se rozhodli otestovat, 
zda aktivace nebo inhibice signalizace z TLR4 ovlivní množství infikovaných buněk MEF 20 
hodin po infekci. Proto byla provedena série experimentů, během kterých byl testován vliv 
LPS-RS, CLI-095 a LPS na virovou infekci. Počet infikovaných buněk byl stanoven značením 
časného virového antigenu LT pomocí nepřímé imunofluorescence.  
Buňky MEF narostlé na mikroskopických sklíčkách v 24 jamkové desce do konfluence 
přibližně 40 %, byly synchronizovány. Následně byly 1 hodinu kultivovány v médiu s 0,5% 
sérem s přidaným LPS-RS (10 µg/ml) nebo CLI-095 (1µM) pro inhibici TLR4 signalizace, 
případně s LPS (1 µg/ml), který TLR4 stimuluje. Poté byly buňky infikovány MPyV (frakce II, 
MOI: 1). Ke vzorkům byly připraveny také kontrolní buňky, které byly před infekcí kultivovány 
pouze v médiu s 0,5% sérem. V případě přidání inhibitoru CLI-095, který byl rozpuštěn 
v DMSO, byly buňky kontroly inkubovány v médiu, do kterého bylo přidáno DMSO ve 
stejném objemu, jaký byl použit při práci s CLI-095. Po 20 hodinách byly buňky zafixovány a 
bylo provedeno nepřímé imunofluorescenční značení virového antigenu LT (Obrázek 27A). 
Bylo porovnáno množství LT pozitivních buněk na kontrolních a experimentálních sklíčkách. 
Použití antagonisty TLR4 LPS-RS vedlo ke statisticky signifikantnímu poklesu počtu 
infikovaných buněk (Obrázek 27B). Nicméně pokud byl použit druhý způsob inhibice TLR4 
signalizace – inkubace s CLI-095 – nebyl ve množství LT pozitivních buněk zjištěn rozdíl 
(Obrázek 27C). Signifikantní rozdíl nebyl zjištěn ani při testování, jak infekci MPyV ovlivňuje 
LPS (Obrázek 27D). Přesto ale byl při infekci v přítomnosti LPS (1 µg/ml) ve třech 
provedených experimentech pozorován trend, kdy byl průměrný počet infikovaných buněk 
nižší než na kontrolních sklíčkách. Proto jsme se rozhodli otestovat efekt LPS i v jiných 
koncentracích. Experiment byl proveden stejně jako v předchozích případech. Testován byl 
efekt koncentrací LPS v rozmezí 10 ng/ml – 10 µg/ml (Obrázek 28). V případě použití 
koncentrace LPS 10 µg/ml počet infikovaných buněk MEF dále poklesl.  
Množství infikovaných buněk tedy nebylo ovlivněno inhibitorem TLR4 signalizace CLI-095, 
ovšem došlo k poklesu počtu LT pozitivních buněk, pokud infekce probíhala v přítomnosti 
agonisty nebo antagonisty TLR4. Domníváme se, že LPS a LPS-RS by mohly ovlivnit infekci 




Obrázek 27: Vliv signalizace z TLR4 na infekci MPyV 
A: Schéma experimentu. Synchronizované buňky MEF byly hodinu inkubovány v médiu DMEM 
s 0,5% sérem s přidaným LPS-RS (10 µg/ml), CLI-095 (1µM) nebo LPS (1 µg/ml). Poté byly 
infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). Jako kontrola byly MPyV infikovány synchronizované buňky 
MEF (NT) nebo v (C) buňky, které byly hodinu před infekcí inkubovány v médiu s přidaným DMSO. 
Po 20 hodinách bylo provedeno nepřímé imunofluorescenční značení virového antigenu LT. B, C, D: 
Počet buněk infikovaných MPyV, vztaženo ke kontrole. Pro všechny vzorky byly spočítány buňky z 
dvaceti optických polí. Data jsou prezentována jako průměrná hodnota ze tří nezávislých experimentů 
± směrodatná odchylka. Statistická signifikance byla stanovena nepárovým t-testem. Hodnota P < 0,01 








































































































Obrázek 28: Vliv LPS na infekci buněk MEF MPyV 
Počet LT pozitivních buněk vzhledem ke kontrole. Synchronizované buňky MEF byly hodinu 
inkubovány s LPS (10 ng/ml – 10 µg/ml) a pak byly infikovány MPyV (II. frakce, MOI:1). LPS bylo 
v médiu během celého trvání infekce. Jako kontrola (NT) byly MPyV infikovány synchronizované 
buňky MEF. 20 hodin po infekci bylo provedeno značení LT antigenu a pro všechny vzorky byly 
spočítány buňky z alespoň 15 optických polí. Dva nezávislé experimenty jsou odlišeny šrafováním.  
 
5.4.4 Odpověď buněk MEF na VLPs 
Během studia odpovědi myších splenocytů na MPyV bylo popsáno, že stimulace buněk pomocí 
VP1 VLPs indukuje stejnou cytokinovou odpověď jako MPyV (Velupillai et al., 2006). Autoři 
uvedené studie pracovali s VP1 VLPs připravenými pomocí bakulovirového expresního 
systému a popsali, že pro aktivaci odpovědi je nezbytné, aby byl protein VP1 složen do 
kapsidových struktur. Pokud byly ke stimulaci použity pouze VP1 pentamery, odpověď nebyla 
pozorována.  
Zajímalo nás, zda i buňky MEF odpovídají na VLPs stejným způsobem, jako na MPyV. Proto 
jsme metodou ELISA porovnávali, zda stimulace buněk MEF pomocí VP1 VLPs povede 
k produkci IL-6 obdobně jako infekce MEF myším polyomavirem. 
Buňky MEF narostlé na 96 jamkové desce byly synchronizovány a infikovány MPyV (MOI: 1; 
5 a 10). Paralelně byly připraveny vzorky, ve kterých byly buňky MEF stimulovány přidáním 
VP1 VLPs do média. Objem vzorku VP1 VLPs pro stimulaci byl zvolen tak, aby bylo na buňky 
přidáno stejné množství částic, jako při infekci MPyV (vzorky odpovídající multiplicitě infekce 
1; 5 nebo 10 byly označeny „1“, „5“ a „10“). Množství částic ve vzorku bylo srovnáno na 
základě hemaglutinačního titru MPyV a VP1 VLPs. Koncentrace IL-6 v médiu odebraném 
z buněk byla zjištěna 24 hodin po infekci (a stimulaci pomocí VLPs) (Obrázek 29). 
Zatímco v případě infekce MEF MPyV byl při multiplicitě infekce 5 a 10 v médiu detekován 

































Obrázek 29: Buňky MEF neodpovídají na VP1 VLPs 
Metodou ELISA byla změřena koncentrace IL-6 v médiu 24 hodin po infekci (nebo stimulaci VP1 
VLPs) synchronizovaných buněk MEF. Ke stimulaci MEF prostřednictvím VP1 VLPs, bylo použito 
množství částic odpovídající počtu částic viru použitému při infekci multiplicitou 1; 5 a 10 (vzorky 
stimulované VP1 VLPs byly označeny „1“; „5“ a „10“). Negativní kontrolu (NK) představují buňky 
inkubované v médiu s 0,5% sérem a jako pozitivní kontrola byla měřena koncentrace IL-6 v médiu 
buněk stimulovaných LPS (100 ng/ml). Jako kontrola MOCK k virové infekci byly buňky stimulovány 
frakcí MII. 
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota z triplikátů ± směrodatná odchylka. Prezentovaná data 
představují jeden ze dvou nezávislých experimentů. Ve druhém opakování rovněž nebyla detekována 
odpověď MEF na VP1 VLPs. 
 
Při hledání příčiny tohoto rozdílu jsme se zaměřili na několik možností. První z nich byla, že 
pro vyvolání odpovědi buněk MEF pomocí VP1 VLPs je potřeba větší množství částic než 
v případě MPyV. Protože v používané suspenzi VP1 VLPs koncentrace VLPs neumožňovala 
otestovat efekt většího počet částic než v předchozím experimentu (~105 částic na buňku), byly 
připraveny 2 koncentrovanější frakce VP1 VLPs (kapitola 5.2). 
Na 96 jamkovou desku byly nasazeny buňky MEF (10 000 buněk na jamku) a následující den 
byly buňky synchronizovány. Poté byly buňky stimulovány přidáním VP1 VLPs (II. nebo III. 
frakce) do média. Byl testován efekt 106 a 107 částic na buňku. Jako „kontrola MOCK“ ke 
stimulaci byla do média přidána frakce MII Sf9 nebo MIII Sf9 o stejném objemu, jaký byl 
použit pro stimulaci buněk II. nebo III. frakcí koncentrovanější preparace VP1 VLPs. Jako 
kontrola bylo sledováno, jak produkci IL-6 ovlivní infekce MPyV. Koncentrace IL-6 v médiu 
byla stanovena 24 hodin po infekci a stimulaci buněk MEF (Obrázek 30). 
Infekce MPyV vedla k produkci detekovatelného množství IL-6 při použití 105 částic na buňku. 
Množství 104 částic na buňku odpovídá přibližně MOI: 1 a 105 částic na buňku přibližně 
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v případě stimulace buněk MEF pomocí VP1 VLPs se nepodařilo detekovat IL-6 v médiu ani 
při stimulaci buněk pomocí 107 částic na buňku. Ani s použitím koncentrovanější suspenze VP1 
VLPs tak nebyla zjištěna odpověď buněk MEF na VP1 VLPs.  
 
Obrázek 30: Buňky MEF neodpovídají na VP1 VLPs 
Metodou ELISA byla změřena koncentrace IL-6 v médiu 24 hodin po stimulaci synchronizovaných 
buněk MEF pomocí MPyV (II. frakce; 104 a 105 částic na buňku) nebo VP1 VLPs (II. a III. frakce; 106 
a 107 částic na buňku). K jednotlivým vzorkům byly připraveny také kontroly MOCK: Synchronizované 
buňky MEF byly stimulovány pomocí izolace MII (pro MPyV), MII Sf9 (pro II. frakci VP1 VLPs) nebo 
MIII Sf9 (pro III. frakci VP1 VLPs). Pro kontrolu MOCK byl použit vždy objem odpovídající 
nejvyššímu použitému objemu při stimulaci pomocí izolátu, ke kterému byla kontrola připravena.  
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota z triplikátů ± směrodatná odchylka. Prezentovaná data 
představují jeden ze dvou nezávislých experimentů. Odpověď na VP1 VLPs nebyla zjištěna ani ve 
druhém experimentu. 
 
Protože viriony MPyV obsahují na rozdíl od VP1 VLPs také minoritní kapsidové proteiny, nás 
zajímalo, zda může přítomnost VP2 a VP3 ovlivnit odpověď buněk MEF. Proto jsme měřili 
produkci IL-6 buňkami MEF po stimulaci pomocí VLPs tvořenými všemi kapsidovými 
proteiny MPyV (VP1/2/3 VLPs). VP1/2/3 VLPs nám byly poskytnuty S. Huérfano. Tyto VLPs 
byly připraveny pomocí bakulovirového expresního systému v buňkách Sf9. Tato metoda 
produkce VP1/2/3 VLPs umožňuje izolaci částic, ve kterých jsou jednotlivé virové proteiny 
zastoupeny ve srovnatelném poměru jako ve virionech MPyV (Forstová et al., 1993). 
Synchronizované buňky MEF narostlé na 96 jamkové desce byly stimulovány přidáním 
VP1/2/3 VLPs do média. Byla testována stimulace s použitím 105 a 106 částic na buňku. 
Kontrolní buňky byly stimulovány pomocí MPyV (104 nebo 105 částic na buňku). 24 hodin po 
stimulaci bylo odebráno médium z buněk a koncentrace IL-6 v médiu byla stanovena metodou 
ELISA (Obrázek 31). Koncentrace IL-6 v médiu buněk stimulovaných pomocí VP1/2/3 VLPs 
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v žádném experimentu nepřekročila detekční hladinu. Nepodařilo se nám tedy zjistit, že by 
stimulace pomocí VP1/2/3 VLPs vedla u buněk MEF k produkci IL-6. 
 
Obrázek 31: Buňky MEF neodpovídají na VP1/2/3 VLPs 
Synchronizované buňky MEF byly stimulovány MPyV (II. frakce; 104 a 105 částic na buňku) nebo 
VP1/2/3 VLPs (105 a 106 částic na buňku). Jako kontrola MOCK k infekci MPyV byly buňky MEF 
stimulovány frakcí MII. Koncentrace IL-6 v médiu odebraném 24 hodin po stimulaci byla změřena 
metodou ELISA. 
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota z triplikátů ± směrodatná odchylka. Prezentovaná data 
představují jeden ze dvou nezávislých experimentů. Stimulace buněk MEF pomocí VP1/2/3 VLPs 
nevedla k produkci IL-6 ani v jednom z provedených experimentů. 
 
Další možný důvod, proč VLPs neindukují v buňkách MEF stejnou odpověď jako MPyV, by 
mohl být, že odpověď na MPyV není zprostředkována přímo virovými proteiny, ale některým 
s interakčních partnerů virové kapsidy. Jak je uvedeno v kapitole 2.1.3, VLPs mohou v buňce 
zabalit hostitelskou DNA s proteiny a další proteiny se mohou vázat na povrch kapsidy virionu 
i VLPs. Lze tak předpokládat, že námi připravené izolace MPyV a VLPs se od sebe v těchto 
ohledech liší. Proto jsme připravili také VP1/3 VLPs izolované z buněk 3T6 – tedy stejného 
typu buněk, jaký byl použit k pomnožení MPyV (kapitola 5.3). 
Metodou ELISA byla zjištěna koncentrace IL-6 v médiu odebraném z buněk MEF 24 hodin po 
stimulaci MPyV (104 nebo 105 částic na buňku) nebo VP1/3 VLPs (II. a III. frakce, 105 nebo 
106 částic na buňku) (Obrázek 32). Předběžné výsledky z jednoho experimentu ukazují, že 
k produkci IL-6 buňkami MEF došlo nejen po infekci MPyV, ale i po stimulaci buněk II. frakcí 
VP1/3 VLPs 106 částic na buňku. Protože izolace VLPs ze savčích buněk poskytuje pouze nízké 
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Obrázek 32: Odpověď buněk MEF na VP1/3 VLPs 
Koncentrace IL-6 v médiu 24 hodin po stimulaci buněk MPyV a VP1/3 VLPs. 
Synchronizované buňky MEF byly stimulovány MPyV (II. frakce; 104 a 105 částic na buňku) nebo 
VP1/3 VLPs (II. a III. frakce; 105 a 106 částic na buňku). Jako kontrola MOCK k infekci MPyV byly 
buňky MEF stimulovány izolací MII. Data jsou prezentována jako průměrná hodnota z triplikátů ± 
směrodatná odchylka.  
 
5.4.5 Stanovení aktivace signalizace z TLR9 metodou kvantitativní PCR 
Protože metodou ELISA se nám nepodařilo u buněk MEF sledovat spuštění signalizace z TLR9 
(kapitola 5.4.1), rozhodli jsme se vyzkoušet pro stanovení aktivace TLR9 jiný přístup. Testovali 
jsme, zda se nám podaří dosáhnout citlivější detekce pomocí kvantitativní PCR. Pro sledování 
aktivace signalizace z TLR9 jsme ve vzorcích porovnávali množství mRNA genu pro IL-6. 
 
5.4.5.1 Příprava a ověření primerů proti IL-6 
Primery nasedající na mRNA genu pro IL-6 byly navrženy tak, aby pokrývaly všechny čtyři 
sestřihové varianty genu a tak, aby byl jeden z primerů komplementární k sekvenci dvou 
různých exonů a přesahoval část sekvence přerušenou intronem. Takto byl primer zvolen proto, 
aby se zabránilo vazbě primeru na genomovou DNA. Sekvence mRNA IL-6 byla získána 
z prohlížeče Ensembl (http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Splice?db=core;g=E 
NSMUSG00000025746;r=5:30013114-30019981, staženo 20. 7. 2016). 
Pro ověření specificity primerů byla připravena kontrolní cDNA z buněk MEF. Buňky byly 
stimulovány pomocí LPS (100 ng/ml). Po čtyřech hodinách stimulace byla z buněk izolována 
RNA, která byla následně přepsána do cDNA. Prvním krokem ověření specificity primerů bylo 
jejich otestování pomocí klasické PCR. Jako teplota nasedání primerů byla pro tuto reakci 
zvolena teplota denaturace primerů vypočítaná výrobcem primerů: 56 ⁰C. Při těchto 
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k tvorbě kratšího, nespecifického produktu (Obrázek 33A). Gradientová PCR následně ukázala, 
že tvorbě nespecifického produktu lze zabránit zvýšením teploty nasedání primerů 
(Obrázek 33B).  
Následně byly primery ověřeny i pomocí kvantitativní PCR. Na základě výsledku gradientové 
PCR byla k otestování kvantitativní PCR zvolena nasedání primerů 60 ⁰C. Za těchto podmínek 
kvantitativní PCR reakce proběhla úspěšně. Křivka tání primerů ukázala, že v reakci došlo ke 
vzniku pouze jediného produktu (neukázáno) a pomocí elektroforetického rozdělení na 
agarózovém gelu bylo ověřeno, že tento produkt má očekávanou velikost (Obrázek 33C). 
 
Obrázek 33: Optimalizace teploty nasedání primerů na mRNA pro IL-6 
A, B: Elektroforetogram produktů PCR reakce po amplifikaci cDNA izolované z buněk MEF po 4 
hodinách stimulace LPS (100 ng/ml). Byly použity primery nasedající na cDNA genu pro IL-6. Teplota 
nasedání primerů v reakci byla v (A) 56 ⁰C, v (B) bylo testováno rozpětí teplot. Testované teploty 
(značeno čísly 1 – 6) byly následující: 56,5 ⁰C; 57,5 ⁰C; 59 ⁰C; 60 ⁰C; 62 ⁰C a 64 ⁰C. 
Očekávaná velikost produktu je 187 párů bází. Ve sloupci označeném M se nachází standard molekulové 
hmotnosti. C: Elektroforetogram produktu kvantitativní PCR reakce. Primery a cDNA byly použity jako 






5.3.5.2 Stanovení signalizace z TLR9 v buňkách MEF 
Abychom ověřili, zda je možné pomocí kvantitativní PCR sledovat aktivaci signalizace 
z TLR9, jsme testovali, zda inkubace buněk MEF s agonistou TLR9 ODN 1668 ovlivní 
množství mRNA pro IL-6.  
Synchronizované buňky MEF byly stimulovány přidáním ODN 1668 (2,5µM) do média. Jako 
pozitivní kontrola byly použity buňky stimulované LPS (100 ng/ml) a jako negativní kontrola 
buňky kultivované v médiu DMEM s 0,5% sérem. Po 5 hodinách stimulace byla izolována 
RNA z buněk. RNA poté byla přepsána do cDNA a kvantitativní PCR bylo zjištěno množství 
mRNA pro IL-6 v jednotlivých vzorcích. Ve vzorku stimulovaném LPS bylo více než 1000x 
více IL-6 mRNA než v kontrolním vzorku. Zvýšené množství mRNA (13,8x) bylo detekováno 
i ve vzorku získaném po stimulaci buněk ODN1668 (Obrázek 34A). 
Pro inhibici signalizace z TLR9 jsme využívali antagonistu TLR9 – ODN 2088. ODN 2088 
označuje oligonukleotidy s fosforothiotátovou kostrou, schopné neutralizovat odpověď 
indukovanou oligodeoxynukleotidy s imunostimulačním CpG motivem (Stunz et al., 2002). 
Pro kontrolu účinnosti ODN 2088 jsme testovali jejich schopnost inhibovat ODN 1668. 
Synchronizované buňky MEF byly kultivovány v médiu DMEM s 0,5% sérem s přidanými 
ODN 2088 (10µM). Po 1 hodině byly do média přidány ODN 1668 (2,5µM). Kontrolní vzorky 
byly pouze stimulovány ODN 1668 (2,5µM). Vzorky negativní kontroly byly kultivovány bez 
přidání antagonisty nebo agonisty TLR9. Izolace RNA z buněk proběhla 5 hodin po přidání 
ODN 1668. Poté byla RNA přepsána do cDNA a bylo porovnáno množství mRNA pro IL-6 ve 
vzorku. Stimulace signalizace z TLR9 vedla ve srovnání s negativní kontrolou k produkci 
většího množství mRNA. Tento efekt byl částečně inhibován ODN 2088. (Obrázek 34B) 
Na rozdíl od metody ELISA tak kvantitativní PCR poskytla dostatečně citlivou detekci, aby 





Obrázek 34: Odpověď buněk MEF na ODN 1668 a ODN 2088 
A: Synchronizované buňky MEF byly 5 hodin stimulovány ODN 1668 (2,5µM). Buňky negativní 
kontroly byly kultivovány v médiu DMEM s 0,5% sérem. Z buněk byla izolována RNA a přepsána do 
cDNA. Kvantitativní PCR bylo stanoveno množství mRNA pro IL-6 ve vzorku vzhledem ke kontrole. 
Výsledky byly normalizovány k referenčnímu genu HGPRT. V grafu není znázorněna stimulace buněk 
pomocí LPS (100 ng/ml), která vedla k zvýšení množství mRNA pro IL-6 více než 1000x. 
B: Synchronizované buňky MEF byly hodinu kultivovány v médiu s 0,5% sérem nebo v médiu s 0,5% 
sérem s přidanými ODN 2088 (10µM). Poté byly do média přidány ODN 1668 (2,5µM). Po 5 hodinách 
inkubace s ODN 1668 byla izolována RNA z buněk a přepsána do cDNA. Kvantitativní PCR bylo 
zjištěno množství mRNA pro IL-6 ve vzorcích vzhledem k negativní kontrole – cDNA získané ze 
synchronizovaných buněk MEF. Výsledky byly normalizovány k referenčnímu genu HGPRT. 
 
5.4.6 Detekce odpovědi buněk MEF na MPyV pomocí qPCR 
Abychom zjistili, zda se na detekci MPyV buňkami MEF kromě TLR4 může podílet i TLR9, 
jsme se rozhodli otestovat, zda ODN 2088 ovlivní odpověď buněk MEF na MPyV. Sledovali 
jsme rozdíl v množství mRNA pro IL-6 ve vzorku.  
Nejdříve jsme zjišťovali, v jakých časech po infekci dochází k ovlivnění přepisu genu pro IL-6. 
Synchronizované buňky MEF narostlé na 6 jamkové desce byly infikovány MPyV (II. frakce, 
MOI: 1). Z buněk byla izolována RNA v různých časech časné fáze virové infekce (2 – 10 hod) 
nebo v jednom časovém bodě v pozdní fázi infekce (30 hod). Jako negativní kontrola byla 
izolována RNA ze synchronizovaných buněk MEF. RNA byla přepsána do cDNA a množství 
mRNA pro IL-6 bylo stanoveno kvantitativní PCR reakcí (Obrázek 35A, B). Po infekci buněk 
MPyV bylo zjištěno zvýšené množství mRNA pro IL-6 ve všech zvolených časech. V čase 2 
hodiny po infekci byl nárůst na stejné úrovni s kontrolou MOCK. 
Efekt ODN 2088 jsme sledovali ve dvou časových bodech. V časné fázi 8 hodin po infekci, po 
průchodu virionů endozomálním systémem a v pozdní fáze infekce, 30 hodin po infekci. 
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ODN 2088 (10µM) a poté infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). Infekce probíhala 
v přítomnosti ODN 2088. Jako kontrola byly použity synchronizované buňky MEF infikované 
MPyV. Po izolaci RNA z buněk a jejím přepisu do cDNA bylo kvantitativní PCR stanoveno 
množství mRNA pro IL-6 ve vzorku. V čase 30 hodin po infekci byl ve vzorku s ODN 2088 ve 
srovnání s kontrolou pozorován pokles počtu kopií IL-6 mRNA (Obrázek 36A, B). V čase 8 
hodin po infekci byl pozorován pokles pouze v 1 ze dvou provedených experimentů (Obrázek 
36B). Ve druhém případě bylo v přítomnosti ODN 2088 po 8 hodinách zjištěno větší množství 
mRNA než v kontrole (o 9,3 %) (Obrázek 36A). 
  
Obrázek 35: Odpověď buněk MEF na MPyV 
Synchronizované buňky MEF byly infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). Jako kontrola MOCK 
k infekci byla použita izolace MII. Z buněk byla izolována RNA (A) 2 – 10 hod po infekci nebo (B) 
30 hod po infekci. RNA byla následně přepsána do cDNA. Kvantitativní PCR bylo stanoveno množství 
mRNA pro IL-6 ve vzorku vzhledem k negativní kontrole (v (A) znázorněna červenou linií). Jako 
negativní kontrola byly použity synchronizované buňky MEF. Výsledky byly normalizovány 
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Obrázek 36: Vliv ODN 2088 na odpověď buněk MEF na MPyV 
A, B: Synchronizované buňky MEF byly kultivovány s ODN 2088 (10µM) nebo v médiu DMEM 
s 0,5% sérem. Hodinu po zahájení inkubace byly infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1) Z buněk byla 
izolována RNA (8 a 30 hodin po infekci) a přepsána do cDNA. Jako negativní kontrola byla izolována 
RNA ze synchronizovaných buněk MEF. Kvantitativní PCR bylo zjištěno množství mRNA pro IL-6 ve 
vzorcích vzhledem k negativní kontrole (červená linie). Výsledky byly normalizovány k referenčnímu 
genu GAPDH.  
 
5.4.7 Vliv ODN 2088 na infekci MPyV 
Výsledky získané v naší laboratoři V. Janovcem ukázaly, že ODN 2088 inhibuje virovou 
infekci. Tyto pokusy byly zopakovány a byl zjištěn vliv ODN 2088 na počet infikovaných 
buněk MEF 20 hodin po infekci.  
Synchronizované buňky MEF narostlé na mikroskopických sklíčkách v 24 jamkové desce byly 
kultivovány v médiu DMEM s 0,5% sérem s přidanými ODN 2088 (10µM). Po 1 hodině byly 
infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). ODN 2088 byly v médiu přítomny během celého trvání 
infekce. Jako kontrola byly použity synchronizované buňky MEF infikované MPyV. 20 hodin 
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LT pozitivních buněk v experimentálním a kontrolním vzorku. V souladu s dříve získanými 
výsledky bylo pozorováno, že přítomnost ODN 2088 významně inhibuje infekci MPyV 
(Obrázek 37).  
 
Obrázek 37: Vliv ODN 2088 na časnou fázi infekce MPyV 
Počet buněk infikovaných MPyV. Vztaženo ke kontrole. 
Synchronizované buňky MEF byly hodinu inkubovány v médiu DMEM s 0,5% sérem s přidanými 
ODN 2088 (10µM). Poté byly infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). Jako kontrola byly MPyV 
infikovány synchronizované buňky MEF (NT). Po 20 hodinách bylo provedeno nepřímé 
imunofluorescenční značení virového antigenu LT. Pod fluorescenčním mikroskopem byly spočítány 
buňky z 15 optických polí na vzorek. 
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota ze tří nezávislých experimentů ± směrodatná odchylka. 



































5.5 Vliv inhibitorů MAP kinázových signalizačních drah na infekci MPyV 
Infekce MPyV v hostitelské buňce moduluje aktivitu celé řady signalizačních drah, přičemž 
některé z nich jsou nezbytné pro produktivní virovou infekci. Jedním z důsledků virové infekce 
je i aktivace MAP kináz. (O’Hara & Garcea, 2016) Využití inhibitorů MAPK vedlo k popsání 
významu MAP kinázové signalizace pro infekci některými lidskými polyomaviry 
(Ravichandran et al., 2007; Seamone et al., 2010). Zajímalo nás, jak infekci MPyV ovlivní 
inhibitory MAP kináz p38 (SB203580 a SB202190), MEK (PD0325901) a JNK (SP600125). 
Buňky MEF byly ponechány narůst na mikroskopických sklíčkách ve 24 jamkové desce do 
přibližně 40 % konfluence a byly synchronizovány. Poté byly inkubovány v médiu DMEM 
s 0,5% sérem s inhibitorem p38 SB203580 (1µM) nebo SB202190 (1µM), kinázy MEK 
PD0325901 (1µM), nebo JNK SP600125 (10µM). Všechny inhibitory byly rozpuštěny 
v DMSO, kontrolní buňky byly proto kultivovány v médiu s přidaným DMSO o stejné finální 
koncentraci, jako buňky s příslušným inhibitorem. Po hodinové inkubaci byly buňky 
infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). Infekce probíhala v přítomnosti inhibitoru nebo DMSO 
(Obrázek 38A).  
Po 20 hodinách infekce byly buňky zafixovány a na sklíčkách bylo provedeno nepřímé 
imunofluorescenční barvení proteinu LT. Počet buněk infikovaných v přítomnosti inhibitoru 
byl porovnán s kontrolou. Zatímco inhibice kinázy p38 (Obrázek 38B, C) neměla na počet 
infikovaných buněk vliv, v případě použití inhibitoru kinázy MEK nebo JNK, byl pozorován 
signifikantně nižší počet buněk produkujících LT než na kontrolním sklíčku (Obrázek 38D, E). 
Efekt inhibice MEK a JNK byl poté měřen i s různými koncentracemi inhibitoru (1nM – 1µM 
PD0325901 a 10nM - 10µM SP600125). Experiment byl proveden stejně jako předchozí 
(Obrázek 38A). Po srovnání počtu buněk produkujících virový antigen LT byl pozorován trend, 







Obrázek 38: Vliv inhibice MAPK na infekci MPyV 
A: Schéma experimentu. Synchronizované buňky MEF byly hodinu inkubovány v médiu DMEM 
s 0,5% sérem a přidaným inhibitorem MAPK nebo DMSO. Poté byly infikovány MPyV (II. frakce, 
MOI: 1). Po 20 hodinách bylo provedeno nepřímé imunofluorescenční značení virového antigenu LT. 
B, C, D, E: Počet buněk infikovaných MPyV. Vztaženo ke kontrole. Pro všechny vzorky byly spočítány 
buňky z alespoň 20 optických polí. Data jsou prezentována jako průměr ze tří nezávislých experimentů 
± směrodatná odchylka. Statistická signifikance byla stanovena nepárovým t-testem. Hodnota P < 0,01 




































































































































Obrázek 39: Vliv inhibice MAPK na infekci buněk MEF MPyV 
Průměrný počet LT pozitivních buněk na sklíčku vzhledem ke kontrole ± směrodatná odchylka. 
Synchronizované buňky MEF byly hodinu preinkubovány s (A) PD0325901 (1nM – 1µM) nebo (B) 
SP600125 (10nM – 10 µM) a pak byly infikovány MPyV (II. frakce, MOI:1). Jako kontrola 
k inhibitorům bylo použito DMSO. Značení LT antigenu bylo provedeno 20 hodin po infekci. Pro 
všechny vzorky byly spočítány buňky z 20 optických polí. 
 
V minulém roce byla publikována práce, jejíž autoři provedli podobná sledování se závěrem, 
že inhibice kinázy MEK nemá na infekci buněk MEF MPyV vliv (O’Hara & Garcea, 2016). 
Autoři této práce zjišťovali efekt inhibitorů kinázy MEK U0126 a PD98059 postupem, který se 
v některých ohledech lišil od našeho protokolu. Hlavní rozdíl v přístupech byl ten, že v uvedené 
práci byl inhibitor do buněčného média přidáván společně s MPyV a jak virus, tak inhibitor 
byly v médiu přítomny jen první dvě hodiny po infekci. Abychom zjistili, zda je rozdíl v námi 
získaných výsledcích způsoben odlišnostmi v postupu, rozhodli jsme se experiment 
s inhibitorem MEK PD0325901 zopakovat s mírně upraveným protokolem. PD0325901 
(0,5µM) byl k buňkám rovněž přidán zároveň s infekcí MPyV (II. frakce, MOI:1) a dvě hodiny 
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v médiu DMEM s 0,5% sérem. Počet LT pozitivních buněk byl stanoven nepřímým 
imunofluorescenčním značením 24 hodin po infekci (Obrázek 40A). I s využitím tohoto 
postupu byl zjištěn signifikantní pokles počtu infikovaných buněk na které působil inhibitor 
MEK (Obrázek 40B). Je možné, že rozdíl mezi našimi a publikovanými výsledky je způsoben 
využitím odlišných inhibitorů MEK. 
 
 
Obrázek 40: Vliv inhibice MAPK na infekci buněk MEF MPyV 
A: Schéma experimentu. Synchronizované buňky MEF byly infikovány MPyV (II. frakce, MOI: 1). 
Zároveň byl do média přidán PD0325901 (0,5µM) nebo DMSO. Po dvou hodinách byly virus a inhibitor 
odmyty. Buňky byly fixovány 24 hodin po infekci byl určen počet infikovaných buněk 
imunofluorescenčním barvením LT. B: Počet buněk infikovaných MPyV, vztaženo ke kontrole. Pro 
všechny vzorky byly spočítány buňky z 20 optických polí. Data jsou prezentována jako průměr ze tří 
nezávislých experimentů ± směrodatná odchylka. Statistická signifikance byla stanovena nepárovým 





































Bylo popsáno, že myší makrofágy rozpoznávají MPyV prostřednictvím TLR4 a tato interakce 
hraje klíčovou roli v polarizaci imunitní odpovědi na virovou infekci (Velupillai et al., 2012). 
V této práci jsme se zabývali tím, zda k interakci MPyV a TLRs dochází i během infekce buněk 
myších embryonálních fibroblastů a jak interakce s TLRs ovlivní infekci buněk MEF.  
Prvním cílem této práce bylo popsat, zda buňky MEF mohou rozpoznávat MPyV pomocí 
Toll-like receptorů. Nejprve jsme zjišťovali, zda buňky MEF odpovídají na infekci MPyV 
produkcí cytokinů. Sledovali jsme koncentraci prozánětlivého cytokinu IL-6.  Syntézu tohoto 
cytokinu stimulují signalizační dráhy, které mohou být aktivovány mimo jiné z TLRs (Shrnuto 
v Takeuchi & Akira, 2010). Metodou ELISA byla měřena koncentrace IL-6 v médiu odebraném 
z buněk 24 hodin po infekci. V našich experimentech jsme pozorovali, že buňky MEF 
odpovídají na infekci MPyV produkcí IL-6, a že tato odpověď závisí na multiplicitě virové 
infekce.  
Pro ověření možné role TLR4 v této odpovědi, jsme se rozhodli zjistit, zda produkci cytokinu 
IL-6 ovlivní inhibice signalizace z TLR4 pomocí chemického inhibitoru CLI-095, který 
specificky inhibuje vnitrobuněčnou signalizaci z TLR4 nebo pomocí LPS-RS, 
lipopolysacharidu z bakterie Rhodobacter sphaeroides, který je antagonistou TLR4. Přítomnost 
CLI-095 (1µM) nebo LPS-RS (10 µg/ml) v buněčném médiu kompletně inhibovala produkci 
IL-6 po infekci buněk MPyV o multiplicitě infekce 10. Tyto výsledky naznačily, že stejně jako 
makrofágy mohou i buňky MEF rozpoznávat MPyV prostřednictvím TLR4.  
 
Bylo popsáno, že buňky myších makrofágů reagují produkcí cytokinů stejně na viriony MPyV 
i na VP1 VLPs produkované pomocí rekombinantního bakulovirového systému v buňkách Sf9 
(Velupillai et al., 2006). Autoři této práce později ukázali, že v případě infekčních virionů byla 
produkce cytokinů zprostředkována TLR4 (Velupillai et al., 2012). Zda má odpověď na VLPs 
stejný mechanismus nebylo v uvedené práci zjišťováno.  
Naše pokusy ukázaly, že u buněk MEF se odpověď liší. Zatímco po infekci buněk MEF MPyV 
(105 částic na buňku) byla metodou ELISA 24 hodin po infekci zjištěna přítomnost IL-6 
v médiu, po stimulaci buněk MEF VP1 VLPs se nám nepodařilo zjistit produkci IL-6 ani při 
použití koncentrace 107 částic na buňku. 
Protože produkce cytokinu IL-6 byla inhibována použitím inhibitoru signalizace z TLR4, 
receptoru, který rozpoznává lipidy a proteiny na povrchu buňky, zaměřili jsme se při hledání 
příčiny rozdílu v odpovědi buněk MEF na rozdíly ve struktuře virionu MPyV a VP1 VLPs. 
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VLPs tvoří kapsidové struktury s ikosahedrální symetrií stejně jako MPyV. Povrchová 
morfologie kapsidových struktur se ovšem může lišit v závislosti na tom, jaké proteiny a DNA 
jsou enkapsidovány (Lipin et al., 2008; Pease et al., 2009). Vlastnosti VLPs mohou záviset i na 
přítomnosti minoritních virových proteinů, které mohou ovlivnit vazbu částice na povrch 
buněk. Pouze VLPs, které obsahují i kapsidový protein VP2 mohou inhibovat infekci MPyV, 
pravděpodobně tak, že s viriony kompetují o vazebná místa (An et al., 1999). O vazbě MPyV 
a TLR4 je známo pouze to, že je zprostředkována kyselinou sialovou (You et al., 2015).  
Abychom ověřili, zda v rozpoznání virové kapsidy buňkami MEF hraje roli přítomnost 
minoritních proteinů, zjišťovali jsme odpověď buněk na VLPs tvořené všemi kapsidovými 
proteiny (VP1/2/3 VLPs). Nejvyšší koncentrace VP1/2/3 VLPs, kterou jsme testovali byla 106 
částic na buňku. Ani stimulace touto koncentrací ovšem po 24 hodinách nevedla k produkci 
detekovatelného množství IL-6.  
Dále jsme se proto rozhodli prověřit možnost, že interakce MPyV s TLR4 není zprostředkována 
samotnými virovými proteiny, ale některým buněčným proteinem navázaným na kapsidu. 
Zatímco k pomnožení a izolaci MPyV jsme používali linii myších fibroblastů 3T6, pro tvorbu 
VP1 VLPs a VP1/2/3 VLPs byly využity hmyzí buňky Sf9. Proto jsme připravili 2 frakce VP1/3 
VLPs, které byly izolovány z buněk 3T6 a sledovali jsme produkci IL-6 po stimulaci buněk 
MEF těmito částicemi. Předběžné výsledky z jednoho experimentu ukázaly produkci IL-6 po 
stimulaci buněk MEF II. frakcí VP1/3 VLPs (106 částic na buňku), ale IL-6 nebyl detekován 
po stimulaci buněk III. frakcí VP1/3 VLPs (106 částic na buňku). Frakce II VP1/3 VLPs by tak 
mohla obsahovat protein, který aktivuje odpověď buněk MEF a který v izolacích z buněk Sf9 
chybí. 
Bylo popsáno, že virový protein VP1 může interagovat s různými buněčnými proteiny, 
transkripčním faktorem YY1 (Palková et al., 2000), enzymem PARP-1 (Carbone et al., 2006), 
karyopheriny (Bird et al., 2008) nebo chaperony HSC70 (Cripe et al., 1995; Chromy et al., 
2003) a HSP90 (Horníková et al., 2017). Kandidátními proteiny, které by mohly být 
zodpovědné za odpověď buněk MEF jsou proteiny HSP (proteiny teplotního šoku), které byly 
popsány jako endogenní ligandy TLR4 (Chung et al., 2009; Thuringer et al., 2011; Vabulas et 
al., 2002). Otázka aktivace signalizace z TLRs prostřednictvím proteinů HSP ale zůstává 
kontroverzní, kvůli obavám o možnou kontaminaci testovaných rekombinantních HSP 
bakteriálním lipopolysacharidem (Shrnuto v Tsan & Gao, 2009).  
Z důvodu nízkých výtěžků při izolaci VLPs z buněk 3T6 bude v první řadě nezbytné izolaci 
zopakovat, aby mohlo být ověřeno, zda buňky MEF skutečně odpovídají na stimulaci takto 
připravenými částicemi a případně zjištěno, zda v odpovědi hraje roli TLR4. 
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Studium odpovědi buněk MEF na VLPs by nám pak mohlo pomoci lépe porozumět tomu, jak 
probíhá rozpoznání MPyV. Studium interakce VLPs a imunitního systému má navíc význam i 
z toho důvodu, že VLPs tvořené proteiny myšího polyomaviru jsou zkoumány i z hlediska 
jejich možného využití v medicíně, např. pro cílení a dopravu léčiv do buněk.  
 
Dalším cílem této práce bylo zjistit, jak signalizace z TLR4 ovlivní infekci buněk MEF myším 
polyomavirem. Sledovali jsme, jak přítomnost CLI-095 nebo LPS-RS ovlivní množství buněk 
infikovaných MPyV (MOI: 1) 20 hodin po infekci. Sledován byl také efekt agonisty TLR4, 
LPS. Počet infikovaných buněk byl stanoven nepřímým imunofluorescenčním značením 
virového LT antigenu. 
Molekula CLI-095 inhibuje signalizaci z TLR4 vazbou na intracelulární doménu receptoru, 
která brání interakci TIR domény s adaptorovými molekulami (Ii et al., 2006; Matsunaga et al., 
2011).  
Rozdíl ve schopnosti LPS a LPS-RS aktivovat imunitní odpověď je daný odlišnostmi ve 
struktuře těchto lipopolysacharidů, konkrétně ve struktuře jejich lipidové části, lipidu A. 
Imunogenicita lipopolysacharidů závisí na míře acylace lipidu A, na počtu připojených 
mastných kyselin. Zatímco lipopolysacharid z E-coli je hexa-acylovaný, LPS-RS je penta-
acylovaný. Pro antagonismus LPS-RS je klíčová vazba na protein MD-2. (Coats et al., 2005; 
Golenbock et al., 1991; Teghanemt et al., 2005) Jedna starší práce popisuje i možnou roli 
interakce s CD14 (Jarvis et al., 1997). 
Když byla signalizace z TLR4 inhibována použitím inhibitoru CLI-095 (1µM), nebyl v počtu 
LT pozitivních buněk pozorován rozdíl. Pokud ale infekce probíhala v přítomnosti antagonisty 
TLR4 LPS-RS (10 µg/ml), byl pozorován signifikantně nižší počet infikovaných buněk než 
v kontrolním vzorku. Rozdíl činil téměř 70 %. Také během testování působení LPS (10 ng/ml 
– 10 µg/ml) na infekci byl pozorován trend, kdy byl v přítomnosti LPS infikován nižší počet 
buněk než v kontrole. Při koncentraci LPS 1 µg/ml byl pozorován pokles počtu infikovaných 
buněk o 25 %.  
Dva druhy lipopolysacharidů, které mají opačný vliv na signalizaci z TLR4, tak měly podobný 
vliv na infekci. Domníváme se, že LPS a LPS-RS by mohly ovlivnit infekci MPyV kompeticí 
o vazbu povrchové molekuly důležité pro infekci.  
Molekuly, které virus naváže na povrchu buňky, rozhodují o osudu virionu. Bylo zjištěno, že 
viry mohou do buňky vstupovat různými endocytickými drahami, ale většina z nich je pro virus 
neinfekční. Zásadní pro produktivní infekci je vazba jednoho z gangliosidů, které slouží jako 
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receptor pro virus. (Buch et al., 2015; Tsai et al., 2003; You et al., 2015) Samotná vazba na 
gangliosid ovšem nemusí být pro infekci dostatečná.  
Některé práce mluví o integrinu α4 jako o možném koreceptoru MPyV. V těchto pracích bylo 
ukázáno, že inhibice interakce MPyV s integrinem vede k poklesu infektivity viru až o 60 % 
(Caruso et al., 2003, 2007; O’Hara & Garcea, 2016). Jedna z popsaných rolí integrinu α4 
v infekci spočívá v tom, že po navázání virionu zprostředkovává aktivaci signalizačních drah, 
které jsou důležité pro virovou infekci (O’Hara & Garcea, 2016).  
Molekuly, které virion naváže na povrchu buňky jsou důležité i z hlediska směrování transportu 
virionu buňkou. Produktivní infekce vyžaduje průchod virové částice časnými a pozdními 
endozomy, a následný transport virionů do endoplazmatického retikula (Gilbert & Benjamin, 
2004; Liebl et al., 2006; Lilley et al., 2006; Žíla et al., 2014). Velké množství virových částic 
ovšem není dopraveno až do ER a je degradováno v lysozomu. Bylo popsáno, že molekuly, 
které jsou internalizovány společně s virionem, rozhodují o tom, zda bude virion směrován do 
ER anebo k degradaci. Qian a kolektiv (2009) postulovali, že transport do ER mohou zajistit 
gangliosidy GD1a. Další práce této výzkumné skupiny popisuje, že směřování virionu mohou 
ovlivnit i některé glykoproteiny na povrchu buňky, které by mohly sehrát roli určité „návnady“ 
do neproduktivní cesty (Qian & Tsai, 2010).  
Povrchové molekuly tak hrají významnou roli hned na několika úrovních, které zahrnují vazbu 
virionu na buňku, internalizaci částice, aktivaci signalizačních drah z plazmatické membrány 
či směrování transportu částice buňkou.  
Otázkou je, interakcí se kterou konkrétní molekulou by mohly LPS a LPS-RS ovlivnit virovou 
infekci. Jednou z možností je vazba na některý z proteinů, který hraje roli v aktivaci 
signalizačního komplexu TLR4. Mezi tyto proteiny patří MD-2, komplex MD-2/TLR4 nebo 
CD-14.  
Můžeme spekulovat, zda přidané lipopolysacharidy nemohou interagovat například s integriny, 
které jsou důležité pro infekci MPyV. Bylo popsáno, že některé typy integrinů mohou vázat 
LPS a tato odpověď může hrát roli v imunitní odpovědi. K rozpoznání LPS mohou sloužit 
například β2 integriny (Flaherty et al., 1997), které jsou ovšem exprimovány výhradně na 
leukocytech (Shrnuto v Barczyk et al., 2010). V posledních letech bylo objeveno hned několik 
dosud nepopsaných typů řetězců integrinů, které navíc mohou vázat LPS, a které jsou 
exprimovány na různých buněčných typech. Žádný z těchto nově popsaných integrinů ovšem 
nebyl objeven na savčím druhu. (Huang et al., 2015; Jia et al., 2015; Wang et al., 2016) Pro 
nás by mohl být zajímavý integrin αvβ3, který je exprimován i na buňkách MEF (Schmidt et 
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al., 2013) a o kterém bylo popsáno, že se může podílet na odpovědi na LPS (Gianni & 
Campadelli-Fiume, 2014).  
K zodpovězení otázky, zda může mezi MPyV a lipopolysacharidy docházet ke kompetici o 
interakci s nějakou molekulou na povrchu buňky, by mohlo pomoci ověření efektu LPS a 
LPS-RS na infekci přidáním lipopolysacharidů do média až po internalizaci virionů. 
LPS by mohl virovou infekci ovlivnit také aktivací signalizace ze signalizačního komplexu 
TLR4 a adaptorové molekuly TRIF vedoucí k syntéze interferonů typu I (Fitzgerald et al., 2003; 
Yamamoto et al., 2003a, b). Případná interakce lipopolysacharidů s některou další molekulou, 
kromě proteinů signalizačního komplexu TLR4, by mohla infekci MPyV ovlivnit také 
vyvoláním buněčné odpovědi nesouvisející s TLR4. 
 
Otázkou zůstává, zda infekci MPyV ovlivní signalizace z TLR4. Inhibice této signalizační 
dráhy prostřednictvím CLI-095 neměla vliv na počet buněk produkujících virový antigen LT. 
Počet infikovaných buněk byl zjišťován pomocí fluorescenční mikroskopie 20 hodin po infekci. 
Tato metoda umožňuje stanovit, zda buňka je, anebo není infikovaná MPyV. 
Je možné, že efekt signalizace z TLR4 na virovou infekci nelze touto metodou zjistit. Aktivace 
signalizace by totiž mohla například pouze urychlit průběh virového replikačního cyklu nebo 
zvýšit míru exprese genů pro virové T antigeny. S prověřením této možnosti by mohla pomoci 
metoda, která nám umožní nejen stanovit, zda je buňka LT pozitivní, ale také signál 
kvantifikovat. Jednou možností by mohla být kvantifikace signálu pomocí průtokové 
cytometrie. 
Je hned několik možných způsobů, jakými by mohla signalizace z TLR4 replikaci MPyV 
podpořit. Bylo popsáno, že stejně jako signalizace z TLR5 i aktivace TLR4 může stimulovat 
proliferaci fibroblastů (Hasan et al., 2005, 2007). Myší polyomavirus, který pro svou replikaci 
vyžaduje hostitelské faktory, které jsou v buňce dostupné během S fáze buněčného cyklu, by 
tak mohl využívat aktivaci TLR4 jako proliferační stimul pro buňku. Proliferační efekt 
signalizace z TLR4 je ovšem inhibován interferony typu I (Hasan et al., 2007). Výsledky 
získané v naší laboratoři ale ukázaly, že k produkci interferonů typu I, dochází až od 24 hodin 
po infekci (Huérfano et al., nepublikované výsledky).  
Proliferační efekt mohou mít také cytokiny syntetizované po infekci MPyV. V této práci jsme 
ukázali, že po infekci MPyV dochází k produkci IL-6. Studie sledující vliv IL-6 a dalších 
prozánětlivých cytokinů na myší fibroblasty popsala jejich proliferační efekt, který byl 
z testovaných cytokinů nejsilnější u TNF-α (Kendall et al., 1997). Schopnost IL-6 aktivovat 
dělení buněk je studována také v souvislosti s řadou lidských onemocnění (Shrnuto v Kumari 
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et al., 2016). Signalizace z TLR4 také vede k aktivaci MAP kináz ERK a JNK. V našich 
experimentech jsme popsali význam aktivace těchto MAPK pro virovou infekci (viz dále).  
Popsané důsledky aktivace TLR4 by mohly mít pozitivní efekt na replikaci MPyV. Je ale 
potřeba uvážit, že během infekce MPyV dochází k ovlivnění replikačního cyklu buňky a 
buněčné signalizace i dalšími mechanismy a signalizace z TLR4 by tak měla pouze dílčí efekt. 
Nabízí se ale i další možnosti, jakými by interakce s TLR4 mohla ovlivnit infekci MPyV. 
Otázka, kterou jsme se v této práci nezabývali, je, zda může být MPyV stejně jako LPS po 
vazbě TLR4 internalizován se signalizačním komplexem TLR4 do endozomu (Kagan et al., 
2008; Tanimura et al., 2008; Zanoni et al., 2011). V budoucnu jsou v naší laboratoři plánovány 
pokusy, které by mohly pomoci tuto otázku zodpovědět sledováním kolokalizace MPyV a 
TLR4. Endocytóza po vazbě TLR4 by mohla představovat jednu z neinfekčních drah, které 
svádí část virionů k degradaci v lysozomech. 
TLR4 by tak mohl na povrchu fibroblastů plnit roli určitého „pseudoreceptoru“ inhibujícího 
infekci. Byl popsán rozdíl v patogenezi kmenů MPyV in vivo v závislosti na tom, s jak širokým 
spektrem povrchových molekul byly tyto viry schopné interagovat. (Rozdíl ve vazebných 
schopnostech jednotlivých kmenů byl způsoben mutacemi kapsidového proteinu VP1.) U 
kmenů MPyV, které vázaly větší počet typů povrchových molekul, byla pozorovaná omezená 
schopnost šířit se v hostiteli. V důsledku pak byly tyto viry méně patogenní. (Bauer et al., 1999) 
Podobným mechanismem by infekci MPyV mohl omezovat i TLR4.  
 
Skutečnost, že produkce IL-6 indukovaná MPyV byla zcela inhibována prostřednictvím 
CLI-095, naznačila, že TLR4 hraje v odpovědi buněk MEF na MPyV klíčovou roli. Chtěli jsme 
ale ověřit, zda se na odpovědi nemůže alespoň částečně podílet i jiný TLR.  
Dalším Toll-like receptorem, jehož možné zapojení do rozpoznání MPyV jsme se rozhodli 
prozkoumat, byl TLR9. Na TLR9 jsme se zaměřili z toho důvodu, že pro replikační cyklus 
MPyV je nezbytný průchod virionu endozomálním systémem a v sekvenci genomu MPyV, 
který je tvořen dsDNA, najdeme i CpG dinukleotidy (Shrnuto v Hoelzer et al., 2008). Bylo 
popsáno, že buňky MEF odpovídají na stimulaci TLR9 produkcí prozánětlivých cytokinů 
(Kurt-Jones et al., 2004). 
Pro studium zapojení TLR9 v odpovědi buněk MEF na MPyV jsme se rozhodli použít jiný 
způsob než měření koncentrace IL-6 metodou ELISA. Při použití této metody jsme totiž nebyli 
schopni detekovat odpověď ani na pozitivní kontrolu – stimulaci buněk pomocí 
imunostimulačních oligonukleotidů ODN 1668. Proto jsme pro stanovení signalizace z TLR9 
kvantifikovali mRNA pro IL-6 prostřednictvím kvantitativní PCR.  
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Testovali jsme, zda přítomnost ODN 2088 v médiu během infekce MPyV ovlivní množství 
mRNA pro IL-6 po virové infekci. ODN 2088 je antagonistou TLR9. Jedná se o 
oligonukleotidy s fosforothiotátovou kostrou, schopné neutralizovat odpověď indukovanou 
oligodeoxynukleotidy s imunostimulačním CpG motivem. (Stunz et al., 2002) 
Ve dvou provedených experimentech byl pozorován pokles mRNA pro IL-6 ve srovnání 
s kontrolou 30 hodin po infekci. V jednom experimentu pokles činil 85 % a ve druhém 52 %. 
V čase 8 hodin po infekci byl pokles v množství mRNA zjištěn pouze v jednom experimentu 
ze dvou.   
Rovněž jsme otestovali, jak ODN 2088 ovlivní počet infikovaných buněk. Ten byl stanoven 20 
hodin po infekci nepřímým fluorescenčním značením virového antigenu LT. Přidání ODN 2088 
vedlo k statisticky signifikantnímu poklesu počtu LT pozitivních buněk. Ve srovnání 
s kontrolou byl zjištěn pokles o téměř 80 %. 
Výsledky získané z těchto experimentů se obtížně interpretují. Skutečnost, že přítomnost ODN 
2088 v médiu vedla k inhibici infekce MPyV o takřka 80 % vyvolává obavy o možný 
nespecifický efekt ODN 2088. Pozorovaný pokles množství mRNA pro IL-6 by pak nebyl 
zapříčiněn inhibicí signalizace z TLR9, ale skutečností, že v buňkách neprobíhala infekce. 
Obdobná situace byla popsána pro lidský cytomegalovirus. Během studia tohoto viru bylo 
zjištěno, že oligodeoxynukleotidy s fosforothiotátovou kostrou inhibují vstup viru do 
fibroblastů a endoteliálních buněk po vazbě virionu na receptor. Konkrétní mechanismus, 
jakým tato inhibice probíhá nebyl dosud popsán. Popsaný efekt byl ale oslaben, pokud byly 
použity ODN s fosfodiesterovou kostrou. (Iversen et al., 2009; Luganini et al., 2008) 
Je nezbytné položit si otázku, jak velký je potenciál MPyV aktivovat signalizaci z TLR9. 
Přestože v genomu obsahuje CpG dinukleotidy, stejně jako u dalších savčích polyomavirů je 
jejich množství významně potlačeno (Upadhyay & Vivekanandan, 2015). O aktivaci imunitní 
odpovědi navíc rozhoduje i sekvence v okolí CpG dinukleotidu (Shrnuto v Krieg, 1999). 
Analýza genomu MPyV provedená Hoelzerovou a kolektivem (2008) ukázala, že z 64 CpG 
dinukleotidů v genomu MPyV má pouze jeden z nich potenciál stimulovat imunitní odpověď 
z TLR9. 
Bez provedení dalších pokusů není možné odlišit efekt signalizace z TLR9 od případného 
vedlejšího efektu použitého inhibitoru. Otázky o interakci MPyV a TLR9 by mohly pomoci 
zodpovědět experimenty s využitím buněčné linie, ve které byl TLR9 odstraněn metodou 
„genový knockout“ (TLR9-/-). Bylo by možné porovnat odpověď wt (wild type, běžný typ) a 
TLR9-/- buněk na MPyV a průběh infekce těchto buněk. Zajímavé by také bylo, otestovat 
v takto deficientní linii vliv ODN 2088 na infekci MPyV. Pokud by stále docházelo k inhibice 
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virové infekce, bylo by patrné, že popsaný efekt inhibitoru byl způsobený nespecifickou 
interakcí. Případný nespecifický efekt inhibitoru by mohl být otestován také použitím 
kontrolních ODN, které by neobsahovaly imunoinhibiční sekvenci.  
 
MPyV a MAP kinázy 
Schopnost aktivovat v hostitelské buňce specifické signalizační dráhy hraje u řady virů 
významnou roli v jejich replikačním cyklu. Výjimku netvoří ani polyomaviry – například byl 
popsán význam MAP kinázových signalizačních drah v infekci viry BK, JC a MCPyV (Liu et 
al., 2016; Ravichandran et al., 2007; Seamone et al., 2010). 
Myší polyomavirus může aktivovat MAP kinázovou signalizační kaskádu vazbou na povrch 
buňky interakcí s gangliosidy nebo integriny (O’Hara & Garcea, 2016). Signalizační dráhy jsou 
ovlivněny také virovými T antigeny. Ty interagují s řadou buněčných proteinů, které hrají roli 
v regulaci replikačního cyklu hostitelské buňky nebo v buněčné signalizaci. (Mullane et al., 
1998; Rodriguez-Viciana et al., 2006; Urich et al., 1995) 
Cílem této práce bylo určit, zda inhibice zvolených MAPK ovlivní časnou fázi replikačního 
cyklu MPyV po infekci buněk MEF. Sledován byl vliv inhibice kináz p38, JNK a kinázy MEK 
(tedy kinázy nadřazené v signalizační kaskádě MAPK ERK).  
Inhibice kinázy p38 inhibitorem SB203580 nebo SB202190 neovlivnila počet buněk 
infikovaných MPyV zjišťovaný 20 hodin po infekci. Oproti tomu, po inhibici kinázy JNK 
inhibitorem SP600125 nebo inhibici MEK pomocí PD0325901 byl zjištěn signifikantně nižší 
počet LT pozitivních buněk.  
Naše výsledky se liší od publikované studie, která popisuje, že inhibice kinázy MEK 
inhibitorem U0126 nebo PD98059 neovlivňuje počet buněk MEF infikovaných MPyV (O’Hara 
& Garcea, 2016). Autoři uvedené práce sledovali efekt inhibice ERK za odlišných podmínek. 
Virus i inhibitor byly přítomny v médiu pouze první dvě hodiny po infekci, zatímco my jsme 
počet infikovaných buněk sledovali po 20 hodinové infekci, během které byly buňky 
kultivovány s virem i inhibitorem v médiu. Ovšem i po úpravě našeho protokolu a odmytí viru 
a PD0325901 2 hodiny po infekci, jsme stále pozorovali signifikantně nižší počet infikovaných 
buněk než v kontrolním vzorku. 
Domníváme se, že pozorovaný rozdíl může být přisouzen použití rozdílných inhibitorů. 
V literatuře bylo popsáno, že inhibitor PD0325901 je několikanásobně účinnější, než U0126 
nebo PD98059 (Bain et al., 2007; Barrett et al., 2008). O´Harová a Garcea (2016) ukázali, že 
přidání 20µM U0126 k buňkám společně s virem inhibuje virem indukovanou aktivaci ERK 15 
minut po infekci. Situace byla odlišná, pokud byly virus a inhibitor 2 hodiny po infekci odmyty 
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a aktivace ERK zjišťována 24 hodin po infekci. Dvouhodinová přítomnost inhibitoru neměla 
vliv na detekci fosforylované formy ERK. V práci není prezentováno, zda inhibice PD98059 
měla stejný efekt. V minulosti ale byla popsána reverzibilita tohoto inhibitoru (Dudley et al., 
1995). Tyto výsledky nasvědčují tomu, že kináza MEK nehraje roli během prvních kroků virové 
infekce (například v endocytóze virionu). Pro potvrzení tohoto závěru bude nezbytné otestovat, 
zda aktivitu kinázy ERK v buňkách MEF ovlivňuje odmytí PD0325901 a v jakém čase – zda 
mohou být naše odlišné závěry způsobeny účinnějším působením PD0325901.  
Zjištění, že inhibice MEK pomocí PD0325901 a JNK inhibitorem SP600125 snižuje počet 
buněk MEF infikovaných MPyV, otevírá otázku, pro který krok virové infekce je aktivita těchto 
kináz potřebná. Protože byly infikované buňky počítány 20 – 24 hodin po infekci, mohlo dojít 
k ovlivnění kroků časné fáze infekce, které zahrnují vstup viru do buňky, transport virionu 
buňkou a časnou transkripci. V tomto čase již může docházet také k replikaci virového genomu 
(Chen & Fluck, 2001; Mannová & Forstová, 2003). 
V minulosti bylo popsáno, že aktivace některých signalizačních drah hraje významnou roli v 
transportu virionů v buňce. Vstup viru do buňky je provázen aktivací tyrosin kináz. Bylo 
postulováno, že tyto kinázy se podílí na destabilizaci aktinové sítě, která je nezbytná pro 
endocytózu virionu (Liebl et al., 2006; Richterová et al., 2001). Význam tyrosin kináz pro vstup 
viru do buňky byl později potvrzen využitím inhibitoru genisteinu (O’Hara & Garcea, 2016). 
Vazba virionu na gangliosidy dále vede k aktivaci kinázy PI3K a signalizační dráhy FAK/Src. 
Zatímco PI3K hraje roli v internalizaci MPyV, aktivace FAK/Src je významná pro buněčný 
transport virionů podél mikrotubulů. (O’Hara & Garcea, 2016) 
Zda i aktivace kináz ERK a JNK hraje roli v „traffickingu“ virionů by mohlo být dokázáno 
otestováním, zda inhibice signalizace ovlivní infekci MPyV v různých časech po infekci. Další 
možností, jak testovat vliv inhibitorů, je využít skutečnosti, že produktivní infekce MPyV lze 
dosáhnout po transfekci buněk plazmidem obsahujícím genom MPyV (Krauzewicz et al., 
1990). Při sledování vlivu inhibice po transfekci by byl vyloučen případný efekt inhibitorů na 
fázi dopravy virionů od povrchu buňky do jádra. 
Výsledky výzkumu lidských polyomavirů, jejichž infekce je ovlivněna inhibicí MAPK, 
ukazují, že MAPK hrají roli v replikaci nebo transkripci těchto virů (Liu et al., 2016; 
Ravichandran et al., 2007; Seamone et al., 2010). Domníváme se, že i v případě MPyV mohou 
MAPK ovlivnit tyto kroky virového replikačního cyklu. 
Replikace MPyV je závislá na buněčných faktorech, které jsou v buňce dostupné zejména 
během S fáze buněčného cyklu. MAPK jsou klíčovými regulátory buněčného cyklu a kontrolují 
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transkripci velkého množství buněčných genů. Tato regulace stavu hostitelské buňky tak může 
rozhodovat o tom, zda je v buňce příznivé prostředí pro virovou replikaci.  
Další způsob, jakým by MAPK mohly MPyV ovlivňovat, je aktivací buněčných transkripčních 
faktorů, které mohou interagovat přímo s virovým genomem. V genomu MPyV je obsažen 
enhancer, který obsahuje vazebná místa pro proteiny aktivující virovou replikaci a transkripci 
(Tyndall et al., 1981; Veldman et al., 1985). Významným buněčným regulačním faktorem, 
který váže virový enhancer je AP-1. Bylo ukázáno, že neporušené vazebné místo pro AP-1 je 
důležité pro regulaci časné a pozdní transkripce, ale i pro replikaci genomu MPyV (Martin et 
al., 1988; Yoo et al., 1991).  
Po infekci buňky může MPyV ovlivňovat dostupnost tohoto regulačního faktoru díky vlivu MT 
a ST na expresi buněčných genů (Glenn & Eckhart, 1990; Mullane et al., 1998; Schönthal et 
al., 1992). V regulaci dostupnosti AP-1 během virové infekce by mohly významnou roli hrát i 
MAPK. 
Syntéza a aktivace AP-1 jsou v buňce regulovány právě MAPK. ERK, p38 i JNK aktivují 
transkripční faktory (ATF2, MEF2C a další), které indukují syntézu FOS a JUN což vede 
ke zvýšení množství komplexu AP-1 v buňce. MAPK také mohou AP-1 fosforylovat a tím 
regulovat jeho aktivitu, stabilitu nebo schopnost vázat DNA. (Shrnuto v Eferl & Wagner, 2003)  
V buňce se na dostupnosti AP-1 podílí i kináza p38, jejíž inhibice v našich experimentech 
neovlivnila počet LT pozitivních buněk. Jednotlivé MAPK ovšem mohou mít v indukci AP-1 
různě významnou roli.  
Na význam MAPK v indukci AP-1 MPyV ukazují i výsledky studie, která se zabývala 
buněčnou transformací indukovanou virovým MT antigenem (Chen et al., 1999). Tato práce 
ukázala, že aktivace kinázy PI3K MT antigenem vede k zvýšení exprese genu pro c-FOS a 
následně i k zvýšené syntéze AP-1. MT antigenem zprostředkovaná aktivace PI3K ale nebyla 
pro tento efekt zcela postačující a pro zvýšení tvorby c-FOS byla nezbytná i aktivní kináza JNK.  
Podobný mechanismus využití MAPK v indukci AP-1 byl popsán i u polyomaviru SV40. 
Virový malý T antigen aktivuje syntézu AP-1 prostřednictvím kináz ERK a JNK (Frost et al., 
1994; Watanabe et al., 1996). U SV40 se AP-1 podílí na aktivaci pozdní transkripce (Mermod 
et al., 1988) a je důležitý také pro navození vstupu hostitelské buňky do S fáze (Sontag et al., 
1993; Watanabe et al., 1996).  
Vzhledem k tomu, že vazba virionu MPyV na povrch buňky vede k aktivaci kináz ERK a JNK 
(O’Hara & Garcea, 2016), by tato aktivace mohla představovat první impulz pro syntézu AP-1 
a aktivaci transkripce virového genomu, před syntézou virových T antigenů, které se pak 




Tato práce si kladla za cíl určit, zda buňky MEF rozpoznávají MPyV prostřednictvím Toll-like 
receptorů a popsat, zda inhibice signalizace z TLR4 nebo TLR9 ovlivní časnou fázi virové 
infekce. 
 Bylo zjištěno, že buňky MEF odpovídají na infekci MPyV produkcí cytokinu IL-6 
 Nepodařilo se nám změřit produkci IL-6 po stimulaci buněk MEF VP1 VLPs a VP1/2/3 
VLPs produkovanými pomocí bakulovirového expresního systému 
 Předběžné výsledky z jednoho experimentu ukázaly produkci IL-6 buňkami MEF po 
stimulaci VP1/3 VLPs izolovanými ze savčích buněk 
 Produkce IL-6 buňkami MEF po infekci MPyV byla kompletně inhibována inhibitorem 
signalizace z TLR4 CLI-095 a antagonistou TLR4 LPS-RS 
 Inhibice signalizace z TLR4 chemickým inhibitorem CLI-095 neměla vliv na počet 
buněk MEF infikovaných MPyV 
 Pokud infekce buněk MEF probíhala v přítomnosti antagonisty TLR4 LPS-RS nebo 
agonisty TLR4 LPS, byl pozorován nižší počet buněk infikovaných MPyV ve srovnání 
s kontrolou 
 Zvýšení množství mRNA pro IL-6 po infekci MPyV bylo inhibováno ODN 2088 
 Byly potvrzeny výsledky získané v naší laboratoři, že antagonista TLR9 ODN 2088 
inhibuje virovou infekci 
 
Dalším cílem této práce bylo popsat, zda inhibice vybraných MAP kináz pomocí chemických 
inhibitorů ovlivní časnou fázi infekce buněk MEF MPyV.  
 Bylo zjištěno, že inhibice kinázy p38 (SB203580, SB202190) nemá vliv na počet 
infikovaných buněk 
  Pozorovali jsme, že inhibice kinázy MEK (PD0325901) nebo JNK (SP600125) vede 
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